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Pathogénie des entérovirus : Etude de la charge virale au cours de méningites et de la 
permissivité des cellules endothéliales microvasculaires cérébrales humaines 
Les entérovirus humains (EV) constituent un groupe de virus à ARN d’une grande diversité 
génétique. Ils sont responsables d’infections cérébrales graves mais rares et de méningites bénignes 
mais fréquentes. Les évènements conduisant à l'entrée des EVs dans le système nerveux central 
(SNC), l’importance de la charge virale dans le liquide céphalo rachidien (LCR) et sa corrélation 
éventuelle avec l’intensité du processus inflammatoire réactionnel restent peu explorés. Comme de 
nombreux génotypes d’EV sont associés à des manifestations neurologiques semblables, des 
processus pathologiques communs sont envisageables. Le premier volet de cette thèse avait pour 
objectif d’étudier prospectivement la charge virale EV dans le LCR de patients présentant une 
méningite à l’aide d’une technique de RT-qPCR. Nos résultats montrent que les différences 
significatives de charge virale retrouvées dans le LCR en fonction de l’âge, des leucocytes et de la 
protéinorachie sont reliées au génotype de l’EV responsable de l’infection. Le second volet de cette 
thèse avait pour but d’explorer l’hypothèse qu’une infection de la barrière hémato-encéphalique 
(BHE), peut représenter une voie d'accès commune à une majorité d’EVs vers le SNC. La 
réplication et la translocation des EVs ont été évaluées avec un modèle   de BHE basé sur la 
lignée cellulaire hCMEC/D3. Nous avons validé ce modèle cellulaire en montrant une permissivité 
différentielle à un large éventail d’EVs et montré les spécificités du franchissement de cette barrière 
par l’EV-A71. Ces données soulèvent la question de l’origine de l’ARN EV dans le LCR au cours 
des premiers stades d’une méningite.  
Mots clefs : Enterovirus, diversité, méningite, barrière hémato encéphalique, charge virale dans le 
liquide céphalo rachidien 
ABSTRACT
Enterovirus pathogenesis: Study of the viral load during meningitis and permissiveness of 
human brain microvascular endothelial cells.
Human enteroviruses (EV) are RNA viruses characterized by a large genetic variability. They are 
associated with severe but rare neurological infections and frequent but self-limiting meningitis. 
The processes of entry into the central nervous system (CNS), the level of EV viral load in the 
cerebrospinal fluid (CSF) and its possible relation to the intensity of the associated inflammatory 
process remain poorly understood. As several EV genotypes are related to common neurological 
disorders, common pathological processes may be involved. In the first part of this PhD thesis, we 
have prospectively investigated the EV viral load in the CSF of patients with meningitis using a 
RT-qPCR assay. Our results showed that significant differences between viral load levels and the 
age groups, the leukocytes count, the protein levels in the CSF, and with the EV genotype involved 
in the infection. We also explored the hypothesis that an infection of the blood brain barrier (BBB) 
could be a common pathway used by EVs released in the bloodstream to gain access into the CNS. 
The EV replication and translocation were analyzed with an in vitro model of BBB based on the 
hCMEC/D3 cell line. We validated this cell model by showing different permissivity patterns 
among a large array of EV genotypes. In addition, we showed the specificities in how the EV-A71 
crosses the endothelial barrier. The overall data raise the unresolved issue of the origin of viral 
RNA in the CSF and the sources of infection during the early acute stage of EV meningitis. 
Keywords: Enterovirus, diversity, meningitis, blood brain barrier, viral load in cerebrospinal fluid
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 
PSGL1  P-sélectine glycoprotéine ligand-1 
PV   poliovirus 
PVR      
RD   cellules de rhabdomyosarcome 
RLR   	4? 
RT-qPCR ! '!! &!!! 
SCARB2  !* !7#A
SIV   virus de l’immunodéficience simienne 
SNC   système nerveux central 
TLR   4? 
TNF     )! 
ZO   F ! $
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La plasticité génétique des picornavirus a permis l’émergence de multiples groupes viraux 
chez un grand nombre d’espèces parmi les vertébrés. Selon le comité international de taxonomie 
virale (International Commitee on Taxonomy of Viruses : ICTV, 2012), la famille des 




!$  !	# 1! U #*
0!  !! !  et  . A titre d’exemple 
nous pouvons citer le virus FMDV (Foot and Mouth Disease Virus, Aphtovirus) responsable 
d’épidémies de fièvre aphteuse chez les animaux d’élevage, le virus EMCV (EncephaloMyoCarditis 
Virus) chez les rongeurs (genre !$ ), des virus équins, porcins ou encore simiens dont les 
pathologies associées ne sont pas connues. Parmi les 0 !$!, on recense aussi plusieurs 
genres dans lesquels sont classés des virus humains. Celui des Hepatovirus comprend un seul type 
pathogène chez l’homme, le virus de l’hépatite A (HAV). Le genre des 0!  comprend 12 
génotypes, dont le type 3 est reconnu depuis quelques années seulement comme agent responsable 
d’infections neuro-méningées chez le jeune enfant [Han 	
 ., 2013]. Il n’y a pas de genre qui 
regroupe des virus d’origine exclusivement humaine, à l’exception du genre 1! . Le genre 
0! , par exemple, contient aussi le virus Ljungan isolé chez certains mammifères 
aquatiques.
C’est aussi le cas du genre  . Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés aux 
entérovirus humains « historiques » hormis les rhinovirus qui depuis 2008 sont classés dans ce 
genre sur la base de leur parenté génétique. Dans la suite de l’exposé, le terme entérovirus (EV) 
désignera les différents types d’EV humains que nous avons étudiés, qui ont été inclus dans les 
espèces taxonomiques A, B, C et D (EV-A à EV-D). La diversité des EVs est connue depuis qu’ils 
ont pu être obtenus en culture   et différenciés par la technique de séroneutralisation, c'est-à-
dire depuis la fin des années 1940, lorsque l’on s’est aperçu que des virus isolés de selles d’enfants 
de la ville de Coxsackie (Etats-Unis) présentant une poliomyélite paralytique, ne pouvaient pas être 
neutralisés par les antisérums contre les poliovirus. La séroneutralisation a amené une première 
vague de sérotypes jusque dans les années 1980, puis les techniques de typage moléculaire ont pris 
le relais et ont amené une seconde vague de nouveaux EVs. L’analyse des génomes et les 
techniques d’identification multi locus ont ensuite permis montrer que la recombinaison génétique 
et les mutations favorisaient l’émergence de virus variants à l’intérieur de chaque génotype 
[Mirand 	
., 2007 ; Bailly 	
., 2009 ; Bailly 	
., 2011].
Les EVs non poliomyélitiques sont une cause importante de morbidité dans le monde. Ils sont 
associés à des atteintes digestives, musculaires, cardiaques, respiratoires, cutanées et muqueuses, 
mais les pathologies les plus inquiétantes sont la conséquence d’infections neurologiques ou 
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méningées. L’expression clinique neuro-méningée la plus fréquente et spontanément résolutive est 
la méningite aiguë [Abzug, 2013 ; Chadwick, 2006]. Les manifestations cliniques graves sont rares 
et sont la conséquence d’infections cérébrales (paralysie flasque, encéphalite).  
La première partie de cette thèse a porté sur la pathogénie des infections neuro-méningées 
causées par les EVs. Nous avons validé une technique de RT-PCR quantitative « maison », afin de 
l’utiliser au cours d’une étude prospective de 5 ans pour déterminer la charge virale des EVs dans le 
LCR. Dans la seconde partie, nous avons exploré l’hypothèse d’un franchissement de la barrière 
hémato encéphalique en tant que voie d’accès commune à une majorité d’EVs vers le système 
nerveux central. Nous avons utilisé comme modèle la lignée cellulaire endothéliale microvasculaire 
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1. LES ENTEROVIRUS HUMAINS : HISTOIRE ET 
CLASSIFICATION
1.1. Découverte des entérovirus

L’histoire de la découverte des EVs humains est intimement liée au développement et à 
l’évolution des techniques de virologie. Comme pour de nombreux virus, leur histoire débute par 
une pathologie inspirant une peur collective, qui entraîna la recherche d’un traitement. Cette 
première pathologie associée aux EVs fut la poliomyélite. La poliomyélite semble connue depuis 
l’antiquité : des gravures d’un bas relief égyptien datant de la XVIIIe dynastie (1403-1365 av. JC) 
montrent un homme s’appuyant sur une béquille, qui présente une amyotrophie du membre 
inférieur droit typique de séquelles poliomyélitiques (figure 1). Cependant ce n’est qu’au début du 
XXe siècle avec l’émergence d’importantes épidémies de poliomyélites en Europe et aux USA, 
ainsi qu’avec l’apparition des sciences microbiologiques, que débutèrent des recherches concernant 
l’étiologie de cette maladie. L’historique qui suit est extrait de la revue de Joseph L. Melnick 
(1996). 
En 1908 à Vienne, Landsteiner isole le poliovirus en reproduisant les manifestations 
cliniques de la poliomyélite sur des singes par inoculation de l’agent ultra filtrable de la maladie. En 
1936, Sabin et Olitsky réalisent la première culture   de poliovirus à partir de tissus nerveux 
embryonnaires humains. Puis en 1949, Enders étend la culture du poliovirus à des tissus non 
nerveux. En 1955, un vaccin antipoliomyélitique à virus inactivé est mis au point par Salk, puis en 
1965 un second vaccin à virus atténué est développé par Sabin. Rapidement, avec l’essor des 
techniques de virologie, il apparait que le poliovirus fait partie d’un groupe beaucoup plus 
important de virus. En 1948, Dallford et Sickles qui travaillaient sur des souriceaux nouveau-nés 
comme modèle d’étude de la poliomyélite, isolent les premiers coxsackievirus. Puis dans le courant 
des années 50, de nouveaux virus distincts à la fois des poliovirus et des coxsackievirus sont isolés 
sur différents continents, à partir de prélèvements de patients sains ou souffrants de méningites. Ces 
nouveaux virus ne semblant pas associés à une maladie furent baptisés ECHOvirus (Enteric 
Cytopathogenic Human Orphan, ci-après echovirus). En 1955, un comité de recherche est formé 
pour étudier les echovirus. En 1957, comprenant que les ECHO, polio et coxsackievirus forment un 
seul groupe viral, le comité de recherche définit le genre   (Commitee on the 
Enteroviruses, 1957). La liste des EVs ne cessera de croître au cours des cinquante dernières 
années, avec une nette accélération à partir des années 80 suite à l’essor des techniques de biologie
17
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FIGURE 1. La poliomyélite dans la haute antiquité. 
Stèle égyptienne représentant un homme s’appuyant sur une béquille avec une amyotrophie de la 
jambe droite, typique de séquelle de poliomyélite. (Source: Organisation Mondiale de la Santé)
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moléculaire, d’analyse génomique et de l’informatique. Aujourd’hui les EVs comptent plus de 200 
types différents, rhinovirus inclus.
1.2. Classification des entérovirus 
Les EVs appartiennent à la famille des 0 !$!. Le terme 0 !$! est issu de 
l’acronyme Pico (du grec ancien : petit), ARN (en. RNA) et virus (petit virus à ARN). Cette famille 
virale est l’une des plus diversifiée et compte parmi les plus petits pathogènes humains et animaux 
connus (20 à 30 nm de diamètre). Les picornavirus se définissent comme des virus non enveloppés, 
leur capside icosaédrique protège un génome infectieux d’ARN monocaténaire de polarité positive 
et non segmenté.
Le genre   regroupe 4 espèces (A à D) de virus humains et simiens, 5 espèces (E 
à H et J) de virus animaux et les 3 espèces (A à C) de rhinovirus humains (HRV).  On retrouve 
actuellement parmi les EV-A : 11 génotypes de coxsackievirus A et 9 génotypes d’entérovirus. Pour 
les EV-B : 1 génotype de coxsackievirus A, 6 génotypes de coxsackievirus B, 28 génotypes 
d’echovirus et 24 génotypes d’entérovirus. Pour les EV-C : les 3 génotypes de poliovirus, 9 
génotypes de coxsackievirus A et 11 génotypes d’entérovirus. L’espèce des EV-D ne compte que 4 
 génotypes d’entérovirus (figure 2 et table 1).
La classification récente des EVs a été établie par  typage  moléculaire et est basée sur le 
séquençage du gène 1D codant la protéine de capside VP1. Le type d’EV est ensuite identifié par 
l’analyse de la séquence 1D avec la méthode Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) et par 
analyse phylogénétique généralement avec la méthode Neighbor Joining. Deux souches sont 
considérées comme homotypiques (de  même  génotype) si leurs séquences nucléotidiques 
présentent plus de 75% de similitude. [Oberste 	
., 1999 ; Caro 	
., 2001 ; Mirand 	
.,
2006]. Plus rapide, plus sensible et pouvant mieux appréhender les variations antigéniques, le 
typage moléculaire des EVs a progressivement supplanté la technique d’identification par 
séroneutralisation. Initialement, les EVs étaient typés par neutralisation de leur pouvoir infectieux 
en culture cellulaire à l’aide de pools d’antisérum de sérotypes spécifiques développés par Lim et 
Benyesh-Melnick (1960). Malgré le remplacement de cette technique par le typage moléculaire, les 
génotypes ont gardé pour la plupart leurs anciennes terminologies (echovirus ou coxsackievirus). 
Les nouveaux génotypes identifiés uniquement par typage moléculaire portent tous le nom 
d’entérovirus et sont suivis d’un numéro indiquant l’ordre chronologique de leur identification. 
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FIGURE 2. Relations phylogénétiques entre les entérovirus humains.
Arbre phylogénétique construit par la méthode de Neighbor-Joining à partir des séquences 1D de 
différentes souches et génotypes d’EV humain. Les entérovirus de l’espèce A (EV-A) sont en 
rouge, l’espèce B (EV-B) en bleu, l’espèce C (EV-C) en vert et l’espèce D (EV-D) en violet. Les 
rhinovirus sont représentés en cyan. Abréviations : poliovirus (PV), entérovirus 71 (EV-71) et 
echovirus 30 (E-30). (Source: laboratoire de virologie Clermont-Ferrand).
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2. Structure des entérovirus 
2.1. Structure de la capside 
La capside des EVs présente la structure d’un icosaèdre d’environ 30 nm, elle est formée de 
60 protomères, chacun constitué d’un exemplaire des 4 protéines structurales, VP1, VP2, VP3 et 
VP4. Sa structure tridimensionnelle et les interactions qu’elle établit avec des récepteurs cellulaires 
ont été résolues pour un certain nombre d’EVs par cristallographie. Malgré des différences dans les 
séquences en acides aminés et des subtilités structurales d’un type ou d’un genre (figure 3),
l’architecture de la capside est fondamentalement conservée [Racianello, 2006].
Les protéines VP1, VP2 et VP3, qui constituent la surface de la capside, possèdent une 
organisation commune de 8 feuillets  antiparallèles formant une structure dite en tonneau ou « jelly 
roll » (gâteau roulé, .). L’association des différentes protéines est assurée par des interactions 
entre leurs extrémités N-terminales et par la protéine VP4 qui est positionnée à l’intérieur de la 
capside et contribue à sa stabilité structurale et son interaction avec le génome viral (figure 3). Les 
boucles peptidiques exposées à la surface des protéines VP1, VP2 et VP3 sont les régions les plus 
variables de la capside. Elles forment différents reliefs dont la topologie définit la reconnaissance 
des récepteurs cellulaires et expose les épitopes viraux. La zone de jonction entre les protomères au 
niveau de VP1 forme un plateau proéminent « mesa » en étoile à 5 branches, entourée de 
dépressions « canyons ». Ces dépressions abritent pour certains EVs, comme le PV ou le CV-A21, 
les sites de fixation de différents récepteurs cellulaires de la superfamille des immunoglobulines 
[Belnap 	
., 1999 ; Xiao 	
., 2005]. Pour d’autres EVs comme l’EV-A71, le « canyon » n’est 
pas assez profond pour permettre la fixation d’un récepteur. D’autres récepteurs n’appartenant pas à 
la super famille des immunoglobulines, comme le ligand 1 de la P-selectine, peuvent se fixer au 
niveau de deux régions formées par VP2 et VP3. La bordure sud du « canyon » est formée d’une 
boucle particulièrement proéminente de VP2, appelée « Puff », et des boucles de VP3 forment une 
importante protrusion appelée « knob » [Plevka 	
 ., 2012]. L’interaction des récepteurs 
cellulaires avec la capside va entraîner la fixation, l’internalisation et la déstabilisation de la 
capside, processus qui permettront la libération cytoplasmique du génome viral (voir § 3.1.3.). 
Les EVs sont des virus non enveloppés. La capside forme une véritable armure qui protège 
le génome viral aussi bien de l’environnement acide du tube digestif que de l’environnement 
extérieur. Cette propriété explique également leur résistance aux solvants des lipides (alcool à 70°, 
éther et chloroforme), aux désinfectants et aux acides faibles. Les EVs sont cependant thermolabiles  
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FIGURE 3. Structure de la capside des entérovirus. 
Représentation tridimensionnelle des capsides du poliovirus-1 (A), du coxsackievirus B3 (B), de 
l’echovirus 11 (C) et de l’EV-A71 (D). (Source : VIPERdb http://viperdb.scripps.edu/)
La capside est formée de 60 protomères constitués chacun d’un exemplaire des protéines de 
structure VP1-4. Cinq protomères forment un pentamère et 12 pentamères forment une capside. Les 
protéines VP1, VP2 et VP3 sont exhibés à la surface de la capside et VP4 est en position 
interne (E). (Source : Swiss Institut of Bioinformatique 2008).
Diagramme d’un protomère d’EV-A71 montrant les différentes protéines de capside VP1 (bleu), 
VP2 (vert), VP3 (rouge), VP4 (jaune). Les positions caractéristiques de la surface de la capside : le 
canyon, le puff et le knob, sont indiquées par des pointillés (d’après Plevka 	
., 2012) (F). 
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à 50°C et sensibles au formol, à la glutaraldehyde, à l’hypochlorite de sodium (Javel) et aux acides 
forts. [Melnick, 1996 ; Chambon 	
., 2004].
2.2. Structure du génome des entérovirus 
Le génome des EVs est un ARN monocaténaire, de polarité positive, non segmenté et 
infectieux, c'est-à-dire pouvant être directement traduit. La structure primaire, l’organisation 
génique et l’expression du génome des EVs fut décrite pour la première fois par Kitamura 	
.
(1981) à partir de la souche Mahoney du PV-1. Puis assez vite, d’autres types seront décrits, *,
extraitsde genbank (NCBI) : coxsackievirus B3 [Lindberg 	
., 1987], entérovirus 71 [Brown & 
Pallansch, 1995], echovirus 30 [Zell 	
., 1999 non publié]. L’organisation génomique décrite 
chez les poliovirus est globalement conservée parmi les picornavirus, malgré des différences de 
taille et de séquence, mais les EVs ne présentent pas de séquence codant une protéine « Leader » en 
5’ de leur génome. Le génome des EVs a une longueur d’environ 7500 nucléotides (figure 4). Il ne 
contient qu’un seul cadre ouvert de lecture (ORF) flanqué de 2 régions non codantes. La région 
située en 5’ (environ 750 nucléotides), dépourvue de coiffe, est associée à une petite protéine virale 
VPg (3B) qui après clivage donnera un ARN pouvant être traduit. La région en 3’ d’environ 300 
nucléotides est terminée par une queue poly adénylée [Raccianello, 2006]. 
2.2.1. Région 5’ non codante (5’NC) 
Cette région du génome est caractérisée par 6 structures secondaires (I à VI) en tige boucle 
(stem-loop) consécutives aux repliements de l’ARN (figure 5). La première structure, qui a la 
conformation d’une feuille de trèfle « cloverleaf »  porte un élément multifonctionnel Ori L. Cet 
élément Ori L intervient en association avec la région 3’NC dans la traduction et la réplication du 
génome viral [Gamarnik et Andino., 1998 ; Zoll 	
., 2009]. Les structures (II à IV) forment un 
site d’initiation interne de la traduction (IRES), qui va amarrer les ribosomes sur l’ARN viral et 
différents inducteurs cellulaires de la traduction [Ohlmann 	
 ., 1996 ; Kempf et Barton., 
2008a ; 2008b]. Cette région IRES est obligatoire pour la traduction du génome viral à cause de 
l’absence de coiffe en 5’ [Pelletier et Sonenberg, 1989]. L’importance fonctionnelle de cette 
région 5’NC explique la présence de séquences nucléotidiques hautement conservées parmi les 
EVs. Grâce à cette conservation de séquence, des amorces oligonucléotidiques ont pu être dessinées 














FIGURE 4. Organisation du génome des entérovirus. 
Le cadre ouvert de lecture est composé des segments génomiques P1, P2 et P3 et il est borné par 2 
séquences non codantes (NC) en 5’ et 3’. Les séquences 5’ et 3’NC, sont impliquées dans la 
traduction (IRES) et la réplication du génome viral (ORI). Elles se caractérisent par la présence de 
repliements secondaires de l’ARN (d’après Zoll 	
., 2009) (A). Le segment P1 code les protéines 
de la capside dans l’ordre VP4, VP2, VP3 et VP1 ; Les segments P2 et P3 codent des protéines non 
structurales impliquées dans la réplication du génome viral (polymérase 3D), la maturation des 
protéines virales (protéases 3C et 2A) et interférent avec le métabolisme cellulaire (B). 
FIGURE 5. Représentation schématique des structures secondaires de la séquence 5’non 
codante du génome de l’EV-A71. 
Les 6 structures secondaires en tige boucle sont notées en chiffres romains de I à VI. Le premier et 
le dernier nucléotide de chaque structure ainsi que le codon initiateur (AUG) sont indiqués. La 





2.2.2. Cadre ouvert de lecture
Le cadre ouvert de lecture (ORF) code une polyproteine d’environ 250 kDa, qui après un 
clivage autocatalytique donnera 11 protéines virales (table 2). Le cadre ouvert de lecture se 
subdivise en 3 régions P1, P2 et P3 [Raccianello, 2006]. La région P1 code les quatre protéines 
structurales composant la capside virale : dans l’ordre VP4, VP2, VP3 et VP1. La région P2 code 
trois protéines non structurales : 2Apro, 2B et 2C. La région P3 code quatre protéines non 
structurales 3A, 3B (VPg), 3Cpro et 3Dpol.
- 2Apro et 3Cpro sont des protéases impliquées dans la maturation par clivage de la 
polyproteine virale et dans la modulation des mécanismes métaboliques de la cellule hôte. 
La protéase 2Apro intervient aussi dans la régulation de la réplication du génome viral 
[Jurgens 	
., 2006].
- 2B, 2C et 3A sont des protéines hydrophobes s’associant aux membranes des organites 
cellulaires. Elles agissent comme perturbateurs et inhibiteurs des voies métaboliques. Ces 
protéines interviennent également dans la réplication du génome en induisant la formation 
de structures vésiculaires issues des membranes intracellulaires, qui servent de plateforme 
réplicative. D’une manière concentration dépendante, elles stimulent la synthèse de 
l’antigénome (ARN négatif), qui servira de matrice pour la synthèse de génomes viraux 
(ARN positifs).
- 3Dpol présente une fonction ARN polymérase ARN dépendante assurant la réplication du 
génome viral. Elle est dépourvue d’activité éditrice et peut changer de matrice au cours de 
l’élongation du génome. Elle constitue le principal moteur de la variabilité génétique des 
EVs (voir § 5.1. et 5.2.). Son intermédiaire 3CDpro va induire un changement dans 
l’utilisation du génome viral en stoppant sa traduction pour initier sa réplication (voir § 
4.1.).
- 3B (aussi dénommée VPg) est liée de façon covalente à l’extrémité 5’ du génome viral. 
Sous sa forme poly uridylée VPg-pUpU, elle participe à la réplication du génome viral en 
servant d’amorce à l’ARN polymérase 3D (voir § 3.2.2.).
Le cadre ouvert de lecture présente également un élément  régulateur de la réplication du 
génome viral (séquence CRE ou Ori I). Cet élément forme une structure ARN secondaire en tête 





  2.2.3. Région 3’ non codante (3’NC) 
Cette région terminée par une queue poly adénylée est de taille variable selon les génotypes 
d’EVs (figure 6). Elle présente comme pour la région 5’NC différents repliements complexes de 
l’ARN. La conformation globale des repliements secondaires en tige boucle « stem-loop » forme 
une structure en L. Deux tiges-boucles X et Y, dont la longueur des tiges est hautement conservée 
(8 et 12 paires de bases respectivement), forment au niveau de leurs boucles des interactions ARN 
tertiaires par un mécanisme de « pseudoknot » ou « kissing ». Cette organisation spatiale tertiaire 
forme un élément  régulateur Ori R. L’élément Ori R est impliqué dans la synthèse de 
l’antigénome (polarité négative), qui sert de matrice pour la réplication du génome (polarité 
positive). L’activité de l’élément Ori R nécessite une connexion avec l’élément Ori L situé dans la 
région 5’ (NC) ! la circularisation du génome viral par un pont protéique [Pilipenko 	
., 1992 ; 
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FIGURE 6. Structure de la séquence 3’Non codante des EV-B. 
Structure secondaire de l’ARN 3’non codant avec les domaines X, Y et Z. Les interactions ARN par 
un mécanisme de « pseudoknot » ou « kissing » sont désignées par les connecteurs entre les boucles 
X et Y (A). Structure tertiaire de l’ARN 3’non codant résultante de l’interaction entre les boucles X 






3. Cycle infectieux des entérovirus 
Le cycle cellulaire des EVs est exclusivement cytoplasmique et peut se décliner en 3 phases 
successives.  
- Une phase précoce, qui comprend la fixation du virus à la surface d’une cellule hôte, son 
entrée et la libération du génome dans le cytoplasme. La transfection du génome infectieux 
des EVs est suffisante pour initier une réplication virale dans tout type cellulaire permissif. 
Cette phase précoce constitue donc une étape clef pour déterminer le tropisme cellulaire. 
- Une phase réplicative, au cours de laquelle le génome viral est traduit et répliqué, et de 
nouvelles particules infectieuses sont assemblées. Cette phase constitue le cœur du cycle 
viral. Elle se traduit par de profondes modifications de la morphologie et de l’organisation 
intra cellulaire, que l’on nomme effet cytopathique (ECP). Ces modifications induites par les 
protéines virales, génèrent un environnement cellulaire propice à la multiplication virale 
(voir § 4.4.).
- Une phase de libération, au cours de laquelle les nouvelles particules virales sont libérées 
de la cellule infectée. Cette phase peut sembler anodine au premier abord, mais elle 
représente une étape cruciale. Si le cycle viral condamne à terme la cellule hôte (directement 
ou indirectement),  il est impératif pour le virus de s’en libérer pour pouvoir infecter une 
nouvelle cellule et débuter un nouveau cycle. 
3.1. Infection de la cellule cible : phase précoce 
Les EVs n’infectent que les cellules à la surface desquelles la particule virale peut être fixée 
puis internalisée. L’attachement du virus sur la cellule cible se produit lorsque des structures de la 
capside virale (boucles ou cavités) interagissent avec un (ou des) récepteur(s) spécifique(s) de la 
cellule (voir § 2.1.). Cette interaction induit une voie de signalisation intracellulaire et va initier 
l’internalisation du virus et la déstabilisation de la capside, ce qui permet la sortie du génome viral 
hors de la capside dans le cytoplasme. 
3.1.1. Récepteurs / co-récepteurs connus des EV
Les EVs sont susceptibles de recruter une large gamme de récepteurs membranaires (table 
3). Certains sont spécifiques à un petit nombre d’EVs, d’autres à l’inverse semblent ubiquitaires et 
utilisés par de nombreux génotypes. Certains EVs interagissent également avec un co-récepteur 
pour potentialiser leur entrée dans la cellule. Le rôle du co-récepteur (ou récepteur d’attachement) 
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est principalement de concentrer les particules virales à la surface des cellules, faciliter la fixation 
au récepteur et induire une signalisation intra cellulaire. 
3.1.1.1. Récepteurs de la superfamille des immunoglobulines
 Récepteur PVR (CD155)
Le récepteur CD155 ou PVR est le récepteur spécifique des 3 génotypes de poliovirus. Il fut 
mis en évidence par la transfection de son ADN à des cellules murines non sensibles aux poliovirus 
[Mendelsohn 	
 ., 1989]. Le récepteur PVR est une protéine transmembranaire de 80 kDa 
composée de 3 domaines extracellulaires de type immunoglobulines, d’un domaine 
transmembranaire et d’un domaine C terminal cytoplasmique. La liaison avec les poliovirus est 
réalisée sur le premier domaine extracellulaire [Koike 	
 ., 1991]. Le rôle physiologique du 
récepteur PVR est de participer à des mécanismes de reconnaissance et d’adhésion cellulaire. Il est 
exprimé par différents types de cellules, dont une lignée de cellules endothéliales microvasculaires 
cérébrales (voir § 7.8.2.) [Coyne 	
., 2007 ; 2011]. 
 Récepteur « Inter Cellular Adhesion Molecule 1 » ICAM-1 (CD54)
La molécule de surface ICAM-1 est le récepteur spécifique de différents EVs de l’espèce C, 
plus particulièrement CV-A13,  A11 (ex-A15), A18, A20 et A21 [Colonno 	
., 1986 ; Shafren 	

., 1997 ; Newcombe 	
 ., 2003]. Initialement, il fut caractérisé comme un récepteur des 
Rhinovirus par un anticorps qui avait la propriété de protéger les cellules Hela contre l’infection. Il 
s’avéra que ce même anticorps protégeait également ces cellules d’une infection par des souches de 
CV-A13, A18 et A21, mais il ne les protégeait pas contre une infection par d’autres EVs – 
poliovirus, CV-B2, CV-B3, E-1 et E-6 [Colonno 	
., 1986]. L’antigène cible de cet anticorps, la 
molécule ICAM-1, fut ensuite identifié. Dans le cas particulier du CV-A21, le récepteur ICAM-1 
agit en synergie avec le co-récepteur DAF (CD55), qui semble optimiser la fixation de la particule 
sur la membrane [Shafren 	
 ., 1997]. La molécule ICAM-1 est typiquement exprimée à la 
surface de l’endothélium quiescent de plusieurs tissus, en l’absence d’état inflammatoire. Son rôle 
physiologique est de fixer l’intégrine LFA-1 présente sur les leucocytes. Les lymphocytes activés se 
lient aux cellules endothéliales ! ICAM-1, puis transmigrent à travers la barrière endothéliale 
(voir § 7.5.2. et 7.5.3.). La molécule ICAM-1 est largement exprimée à la surface des cellules 
endothéliales des petits vaisseaux des villosités du plexus choroïde, des veinules du stroma 
choroïdal et des veinules post-capillaires dans les méninges, ce qui en fait un acteur majeur de 




 Récepteur CAR (aussi dénommé : HCAR, CXADR)
Le récepteur CAR pour « Coxsackievirus Adenovirus Receptor » est un récepteur commun 
aux adénovirus et aux 6 génotypes CV-B. Il fut mis en évidence par la sensibilisation de cellules 
CHO, normalement non susceptibles à ces virus, par la transfection du gène du récepteur CAR 
[Bergelson 	
., 1997]. Le récepteur CAR est impliqué à la fois dans la fixation et l’internalisation 
des CV-B. La fixation des virions au récepteur CAR est optimisée par l’action conjointe du co-
récepteur DAF. Cette optimisation jouerait notamment un rôle au niveau des cellules épithéliales 
intestinales, là où CAR est particulièrement inaccessible, car localisée dans les jonctions serrées 
[Shafren 	
., 1995 ; Shieh et Bergelson., 2002]. Le récepteur CAR participe à des mécanismes 
de reconnaissance et d’adhésion cellulaire. C’est une protéine des jonctions serrées, localisée dans 
les tissus épithéliaux [Shieh et Bergelson., 2002], les cellules endothéliales microvasculaires 
cérébrales [Coyne 	
., 2011], le cœur et le système nerveux central pendant son développement. 
3.1.1.2. Récepteurs de la famille des intégrines
 Intégrine V3 (récepteur à la vitronectine)
L’intégrine V3 fixe plusieurs EVs de l’espèce B, dont le CV-A9 et les E-7, 11, 25, 30, et 
32, à la surface de cellules primaires  d’îlots pancréatiques et de la lignée GMK. Son rôle exact 
dans l’infection par les EVs reste encore méconnu et semble à la fois virus et cellule dépendant. Des 
tests de neutralisation de l’intégrine V3 ont montré une protection des cellules GMK (Green 
Monkey Kidney) contre une infection par les six virus ci-dessus. Des cellules endothéliales de la 
veine ombilicale (HUVEC) sont protégées d’une infection par les types CV-A9, E25, E30 et E32, et 
les voies d’internalisation employées par ces EVs sont différentes. Une inhibition de 
l’internalisation ! des radeaux lipidiques par la nystatine réduit la proportion de cellules GMK 
infectées uniquement par les types E11, E25 et E30. Une inhibition de l’endocytose dépendante des 
clathrines par la chlorpromazine n’a pas d’effet sur les six virus [Ylipastoo 	
 ., 2010]. Cette 
variabilité associée à l’intégrine V3 suggère l’implication de co-récepteurs. D’autres récepteurs 
peuvent aussi être recrutés par ces EVs, par exemple la molécule DAF (E-7 et E-11) ou l’intégrine 
V6 (CV-A9). 
 Intégrine V6
L’intégrine V6 est un autre récepteur recruté par le CV-A9. Une étude réalisée avec des 
cellules RD (Rhabdomyosarcome humain) et A549 (Adénocarcinome humain, épithélium 
alvéolaire), a montré que les virions présentent une avidité comparable pour les intégrines V6 et 




 Intégrine 21 (récepteur VLA-2)
L’E-1 se fixe spécifiquement à l’intégrine 21, plus particulièrement au niveau de la sous 
unité 2. Des tests de neutralisation de l’intégrine 21 par un anticorps spécifique protègent les 
cellules Hela de l’infection par l’E-1, mais pas contre l’infection par les echovirus types 2 à 7, 9, 11 
à 13, 17 à 19, 21, 22, 25 à 27, 29 et 30. La transfection CHO du gène de la sous unité 2 à des 
cellules non permissives permet la multiplication de l’E-1 [Bergelson 	
., 1993]. 
3.1.1.3. Récepteur DAF (Decay Accelerating Factor, CD55)
DAF est une protéine transmembranaire largement exprimée à la surface de nombreux types 
cellulaires. Son rôle est de réguler l’activation du complément lors de la réponse immunitaire 
[Heeger 	
., 2005]. De nombreuses études ont montré que la protéine DAF pouvait recruter un 
grand nombre de génotypes d’EV : E-3, 6, 7, 11, 12, 13, 20, 21, 24, 29 et 33 ; CV-B1, 3, 5, A21 ; 
EV-70 [Ward 	
 , 1994 ; Bergelson 	
 , 1995 ; Shieh et Bergelson., 2002 ; Shafren 	
 ,
1995 ; 1997 ; Powell 	
, 1998 ; Alexander et Dimock, 2002 ; Plevka 	
, 2010]. Ces études 
montrent la fixation des particules virales à la protéine DAF mais l’internalisation serait sous la 
dépendance d’autres récepteurs tels CAR (CV-B), ICAM-I (CV-A21), et l’intégrine V3 (E-7 et 
E-11). Toutes ces données suggèrent que DAF n’est pas le facteur de l’entrée d’un grand nombre 
d’EVs. Il agirait plus comme un récepteur accessoire ubiquitaire permettant une accumulation des 
particules virales à la surface des cellules pour faciliter les interactions avec le récepteur 
authentique, dont ceux décrits ci-dessus CAR et ICAM-1. 
3.1.1.3. Récepteur SCARB2
La molécule SCARB2, acronyme de « SCAvenger Receptor class B member 2 », est un 
facteur à 2 domaines transmembranaires, impliqué dans la réorganisation des compartiments 
endosomes/lysosomes et dans le transport vers les lysosomes d’une enzyme dégradative : la -
glucocerebrosidase. C’est actuellement le dernier récepteur aux EVs mis en évidence. Il est utilisé 
par les EV-A : CV-A7, CV-A14, CV-A16, et EV-A71 [Yamayoshi 	
., 2012].
3.1.1.4. Récepteur PSGL1 (CD162)
Le ligand-1 de la glycoprotéine P-sélectine est exprimé à la surface des leucocytes et est 
impliqué lors des premiers stades d’une inflammation. Cette protéine leucocytaire a été identifiée 
comme un récepteur de l’EV-A71 par la sensibilisation de cellules 293T (épithélium rénal) non 
susceptibles transfectées avec l’ADN codant PSGL1 [Nishimura 	
 ., 2009]. Les auteurs ont 
montré que PSGL1 est le récepteur spécifique uniquement de certaines souches d’EV-A71. Une 
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étude comparative des récepteurs PSGL1 et SCARB2 avec la même souche d’EV-A71 a montré 
que les particules virales se fixent plus efficacement sur les membranes cellulaires avec PSGL1. 
Cependant, PSGL1 ne permettrait pas une infection efficace à cause d’une incapacité à induire la 
décapsidation. Inversement SCARB2 fixe moins bien les particules virales, mais induit leur 
internalisation et la décapsidation, et semble initier des cycles viraux 100 à 10000 fois plus 
productifs que PSGL1 [Yamayoshi 	
., 2013].
3.1.2. Induction de voies de signalisation cellulaire
L’interaction entre un EV et son récepteur provoque l’activation de voies de signalisation 
intra cellulaire ! des tyrosines kinases, qui vont potentialiser l’internalisation. Cependant, les 
voies de signalisation induites de même que les seconds messagers recrutés dépendent à la fois du 
récepteur et du type cellulaire. Différents exemples pour mettre en évidence la complexité des 
mécanismes de signalisation induits par les EVs  sont cités ci-dessous (figure 7).
La fixation du PV-1 sur son récepteur PVR à la surface de la lignée de cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales (HBMEC) induit l’activation de tyrosines kinases (qui n’appartiennent 
pas à la famille Src) et de la RhoA-GTPase. Les tyrosines kinases vont phosphoriler le récepteur 
PVR qui peut recruter la tyrosine phosphatase SHP-2, et potentialiser l’internalisation du virus. De 
plus, l’internalisation est facilitée par un réarrangement de l’actine ! la RhoA-GTPase [Coyne 	

., 2007].
La fixation du CV-B3 au co-récepteur DAF à la surface de la même lignée de cellules 
endothéliales microvasculaires cérébrales (HBMEC) induit l’activation de tyrosines kinases de la 
famille Src, de la phospholipases C (PLC) et de l’isoforme-3 du récepteur IP3 (IP3R type 3). 
L’activation de la PLC et de l’IP3R type 3 va permettre une libération intra cellulaire de calcium. 
Cette brusque élévation de la concentration calcique potentialise l’internalisation du virus et facilite 
son transport intra cellulaire ! l’activation de calpaïne-2 [Bozym 	
., 2010]. 
La fixation de la même souche de CV-B3 au co-récepteur DAF à la surface de la lignée de 
cellules épithéliales intestinales (CaCo-2) induit l’activation des tyrosines kinases Abl et Fyn (mais 
pas celle de Src). La kinase Abl entraîne un réarrangement du cytosquelette d’actine ! la protéine 
Rac1-GTPase, ce qui permet un mouvement vers le récepteur CAR de la particule virale liée à la 
molécule DAF. La kinase Fyn potentialise l’internalisation de virus par phosphorylation de la 
cavéoline-1 [Coyne et Bergelson, 2006]. 
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FIGURE 7. Exemples de voies de signalisation activées par 
les entérovirus. 
Voies de signalisations activées au sein de cellules 
endothéliales microvasculaires cérébrales (HBMEC) après 
fixation du PV-1 sur son récepteur PVR (CD155) (A) ou du 
CV-B3 (B) sur son co-récepteur DAF (CD55), représentation 
schématique à partir des résultats présentés par Coyne 	
.,
2007 ; Bozym 	
 ., 2010. Représentation schématique des 
voies de signalisation induites après la fixation du CV-B3 sur 
son co-récepteur DAF au sein de cellules épithéliales 
intestinales Caco-2 [Coyne et Bergelson, 2006] (C). Les 
croix vertes représentent une activation, les éclairs une 
stimulation, le P entouré représente un groupement phosphate. 
3.1.3. Mécanismes d’entrée dans la cellule et de décapsidation
Les particules virales des EVs sont internalisées dans les cellules par endocytose [eg. 
Bozym 	
., 2010 ; Coyne et Bergelson, 2006 ; Coyne 	
., 2007 ; Ylipastoo 	
., 2010]. Les 
voies d’endocytose incluent : (1) la macropinocytose, (2) la voie dépendante de la clathrine et de la 
dynamine,  (3) la voie indépendante de la clathrine et de la dynamine, (4) la voie dépendante des 
radeaux lipidiques seuls,  (5) la voie dépendante des radeaux lipidiques, de la cavéoline et de la 
dynamine (caveolar), (6) la voie dépendante des radeaux lipidiques et de la dynamine. L’activation 
d’une voie par rapport à une autre dépend à la fois du virus, du récepteur et du type cellulaire. 
L’internalisation du PV-1 et du CV-B3 à l’intérieur de cellules endothéliales microvasculaires 
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cérébrales est réalisée par un processus d’endocytose dépendant des cavéoles [Coyne 	
., 2007 ;
Bozym 	
., 2010]. L’entrée du CV-B3 dans les cellules épithéliales intestinales CaCo-2 mobilise 
une endocytose dépendante des clathrines [Bozym 	
 ., 2010 ; Coyne et Bergelson, 2006]. 
L’entrée des E-11, 25 et 30 dans les cellules GMK emploie un processus dépendant des radeaux 
lipidiques, ce qui n’est pas le cas des CV-A9, E-7 et E-32 [Ylipastoo 	
., 2010].
La libération du génome viral dans le cytoplasme nécessiterait une ouverture de la capside, 
qui serait produite lors de l’interaction avec le récepteur cellulaire. Un modèle de la libération du 
génome de PV-1 ! la formation d’un pore membranaire a été proposé [Hogle, 2002] (figure 8).
Dans ce modèle, l’interaction entre la capside et le récepteur PVR cause l’insertion de VP4 et de 
l’extrémité N-terminale de VP1 dans la membrane plasmique. Ceci permet la formation d’un pore 
qui va se dilater suite à un brusque afflux de calcium et libérer le génome viral dans le cytosol. 
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FIGURE 8. Mécanisme théorique d’injection du génome des poliovirus dans le cytoplasme 
par formation de pores membranaires.
Attachement du virus à son récepteur transmembranaire PVR (A). A 37°C l’interaction entre la 
particule virale et son récepteur induit une modification de la capside (B). Cette modification de la 
capside permet l’insertion de l’hélice amphiphatique Nter de VP1 [1] et du groupe myristate de VP4 
[2] dans la membrane plasmique (C). Ces insertions permettent la formation d’un canal qui va par 
la suite s’ouvrir (peut être grâce à un flux concentré de Ca2+), dégager le bouchon formé par la 
protéine VP3, et permettre une libération du génome viral dans le cytosol (D). Flèches et indications 
rajoutées selon la légende de la figure d’après Hogle, 2002
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3.2. Phase réplicative 
3.2.1. Traduction du génome viral
Après sa libération dans le cytoplasme, le génome viral est traduit, la polymérase virale n’est 
pas encore présente car la capside virale ne véhicule aucune des protéines virales non structurales, à 
l’exception de la protéine VPg liée à l’extrémité 5’ du génome. Le génome des EVs diffère sur un 
point essentiel par rapport à la majorité des ARNm cellulaires, une absence de coiffe en 5’ pour 
initier la traduction. Une traduction génomique alternative sera initiée par le recrutement interne des 
ribosomes au niveau de la séquence IRES située dans la région 5’NC (voir § 2.2.1.) [Pelletier et 
Sonenberg, 1989].
Les protéines virales sont synthétisées d’un seul tenant lors de la traduction à partir de 
l’ORF unique, puis générées individuellement par clivage de la polyprotéine néo synthétisée. Le 
clivage de la polyprotéine débute de manière cotraductionelle dès que les sites actifs protéasiques 
sont formés. Le premier clivage est réalisé en 4 par la protéase 2Apro, qui libère un peptide 
précurseur P1. Un autre clivage est réalisé par la protéase 3Cpro, qui sépare les peptides précurseurs 
P2 et P3. Les 3 peptides sont secondairement clivés par ces mêmes protéases pour donner les 
différentes protéines virales (figure 9).
FIGURE 9. Traduction et maturation des protéines virales. 
Le génome EV est traduit par un mécanisme d’initiation interne conféré par la séquence IRES 
localisée dans la séquence 5’NC. Au cours de la traduction, la polyprotéine va subir un premier 
clivage par la protéase 2Apro, qui va libérer le segment P1 (triangle orange). La protéase 3Cpro va 
libérer le segment P2 du segment P3, puis va cliver les 3 segments protéiques pour donner les 




  D’abord marginale, la traduction du génome viral va devenir prédominante, voire exclusive 
au sein de la cellule infectée. Cette montée en puissance provoque l’accumulation rapide des 
protéines virales néo synthétisées, lesquelles permettront à la région 5’NC du génome viral de 
recruter divers effecteurs cellulaires. Il s’agit par exemple de la partie C-terminale du facteur eIF4G 
(recrutement des ribosomes) [Ohlmann 	
., 1996 ] et de la protéine PCBP – poly (rC) binding 
protein – qui stabilise les polysomes et protège le génome d’une action exonucléasique 5’ ciblant 
les ARN dépourvus de coiffe [Kempf et Barton., 2008a, b]. 
3.2.2. Réplication du génome viral
De nombreux travaux sur le poliovirus ont permis de concevoir un modèle des mécanismes 
moléculaires de la réplication génomique des EVs [Vogt et Andino, 2010]. Le génome des EVs 
n’est pas seulement un ARNm, c’est aussi la matrice qui permet la synthèse d’un antigénome de 
polarité négative, lequel servira de matrice pour la réplication du génome viral. Ces deux processus 
ne peuvent être concomitants. Une commutation de la traduction à la réplication du génome 
interviendrait lorsque les protéines virales ont été produites en quantité suffisante [Gamarnik et 
Andino., 1998].
La fixation de l’intermédiaire viral 3CDpro à la structure secondaire en feuille de trèfle 
« cloverleaf » (extrémité 5’) va inhiber la traduction et stimuler la synthèse de l’antigénome 
[Gamarnik et Andino., 1998]. L’association de 3CDpro avec les effecteurs cellulaires PCBP et 
PABP forme un complexe ternaire qui circularise le génome viral, générant un complexe de pré-
initiation par le rapprochement des séquences Ori L et Ori R (voir § 2.2.3.) [Pilipenko 	
., 1992 ; 
1996 ; Herold et Andino, 2001 ; Zoll 	
., 2009]. La protéine VPg est ensuite poly uridylée (Vpg-
pUpU) par la polymérase virale 3Dpol en utilisant la séquence CRE comme matrice. Puis VPg-
pUpU s’hybride sur la queue poly A (3’) pour servir d’amorce à la synthèse du brin 
complémentaire. Ensuite, l’ARN bicatenaire formé est dissocié sous l’action de la protéine virale 
2C. A partir de l’antigénome (polarité négative), l’amorce VPg-pUpU est recrutée au niveau de 
l’extrémité 3’ qui se termine par deux adénines. Cette hybridation sert d’amorce pour initier la 




FIGURE 10. Modèle du mécanisme de réplication génomique des entérovirus. 
Fixation de l’intermédiaire viral 3CDpro et de l’effecteur cellulaire PCBP au niveau de la structure 
secondaire (5’NC) en feuille de trèfle « Cloverleaf » (I). Formation d’un complexe ternaire ! la 
fixation de l’effecteur PABP sur la queue poly A (3’NC), qui permet la circularisation du génome 
viral et la formation d’un complexe de pré-initiation (II). La protéine VPg après poly uridylation 
(VPg-pUpU) va s’hybrider sur la queue poly A et servir d’amorce pour la synthèse de l’antigénome 
(-) par la polymérase 3Dpol (III). L’ARN bicatenaire est dissocié (IV - V), puis VPg-pUpU va 
servir d’amorce sur l’extrémité 3’ de l’antigénome (-) pour la synthèse de génomes (+) par 3Dpol 
(VI) [Vogt et Andino, 2010]. 
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3.3. Libération extra cellulaire 
3.3.1. Maturation des provirions
La capside des EVs est constituée de 60 protomères, composés chacun d’un exemplaire des 
protéines structurales VP1, VP2, VP3 et VP4. Après la libération du précurseur P1 ! la protéase 
2A, des motifs reconnus par la protéase 3CDpro aux jonctions interprotéiques permettent la 
séparation des protéines VP0, VP3 et VP1. Ces 3 protéines de capside s’associent pour former un 
protomère (5S) et 5 protomères forment un pentamère de 14S [Palmenberg, 1982]. Il existe 2 
hypothèses concernant l’encapsidation du génome viral. Dans le premier modèle, 12 pentamères 
vont s’associer pour former une capside vide ou procapside (80S) dans laquelle s’insérera le 
génome viral ! une ouverture pour donner un provirion (150S) [Jacobson et Baltimore, 1968].
Dans le second modèle, la réplication et l’encapsidation du génome viral sont concomitantes. Les 
12 pentamères vont s’associer autour du génome viral natif pour former le provirion (150S) et les 
procapsides (80S) ne constitueraient qu’un élément de stockage de pentamères [Nugent 	
 .,
1999]. L’encapsidation du génome viral est un processus spécifique, qui ne cible que les ARN 
viraux monocaténaires de polarité positive [Novak et Kirkegaard, 1991]. Les provirions subissent 
ensuite une maturation de la protéine VP0, clivée en VP2 et VP4, ce qui génère les particules 
virales infectieuses ou virions (160S) [Basavappa 	
 ., 1994]. Une fois l’assemblage terminé, 
dans les cellules en culture, les virions s’accumulent dans le cytoplasme sous la forme d’amas 
pseudo-cristallins.
3.3.2. Libérations des virions infectieux
La libération des virions hors de la cellule infectée reste un mécanisme assez peu connu. 
Deux modes de libération des particules virales existent : un mode lytique et un mode non lytique. 
Dans le premier, c’est la lyse des cellules infectées qui permet la libération des virions. Une étude 
montre que la protéine 2B peut perméabiliser la membrane plasmique de la cellule et faciliter la 
libération du CV-B3 (voir § 4.1.3.) [VanKuppeveld 	
., 1997]. D’autres observations suggèrent 
une libération des particules virales ! un mode non lytique. Un détournement des mécanismes de 
l’autophagie par les EVs permettrait l’inclusion des virions dans des vésicules d’origine 
autophagique, qui seraient expulsées hors de la cellule (voir § 4.3.2.2.) [Dunnebacke 	





4. Effets de l’infection à entérovirus sur la cellule hôte 
La multiplication des EVs au sein d’une cellule hôte est le résultat de l’implication des protéines 
virales dans de multiples processus cellulaires en plus de la réplication/traduction du génome viral : 
expression génique de la cellule hôte, réponse immunitaire innée de la cellule, viabilité cellulaire, et 
réorganisation de structures ou d’organites cytoplasmiques. Les modifications induites permettent 
d’installer l’environnement intra cellulaire nécessaire à la production de virions, mais sont 
potentiellement cytotoxiques. 
4.1. Modulation de l’expression génique de la cellule infectée 
Dans une cellule eucaryote, l’expression d’un gène peut être contrôlée à plusieurs niveaux : 
(i) la transcription, (ii) la traduction, (iii) la maturation et l’exportation extra ou intra cellulaire du 
produit protéique ! le trafic entre le réticulum et le Golgi. Parmi les gènes exprimés dans la 
cellule, ceux qui sont impliqués dans la réponse immunitaire innée (interféron ou cytokines) 
peuvent être délétères pour le cycle viral. A l’inverse d’autres ne constituent pas une menace pour le 
cycle viral, mais entreront en compétition pour l’accès à la machinerie cellulaire et aux matières 
premières (acides aminés et nucléotides). Des études réalisées avec le poliovirus et les 
coxsackievirus B et décrites ci-dessous montrent que l’expression génique peut être modulée par 
l’action des protéines 3Cpro, 2Apro, 2B et 2BC.
4.1.1. Modulation de la transcription cellulaire
La transcription d’un gène n’est réalisée que s’il est activé par des facteurs intra nucléaires 
protéiques initiateurs de transcription. Ces facteurs vont induire un relâchement de la chromatine au 
niveau du gène à transcrire et recruter une ARN polymérase au niveau d’une séquence promoteur. 
Trois types d’ARN peuvent être transcrits : (1) les ARN messagers (ARNm), ! une ARN 
polymérase II, (2) les ARN ribosomaux (ARNr), ! une ARN polymérase I, (3) les ARN de 
transfert (ARNt), ! une ARN polymérase III. 
La modulation de la transcription cellulaire par les EVs est liée à l’action de la protéase 
3Cpro qui peut migrer dans le noyau grâce à la présence d’un site de localisation nucléaire (NLS) 
dans son précurseur 3CD. Des travaux avec les cellules Hela infectées par le poliovirus ont montré 
que la protéase 3Cpro pouvait inhiber la transcription des ARN polymérases I, II et III. Pour la 
transcription des ARNm, la protéine 3Cpro peut cliver la protéine TBP (TATA-binding protein) du 
complexe protéique d’initiation de transcription TFIID [Clark 	




 ., 1997], la protéine p53 qui bloque la mitose cellulaire en phase S et induit 
l’expression de gène d’apoptose [Weindman 	
 ., 2001]. La protéine 3Cpro peut convertir le 
facteur de transcription TFIIIC en une forme inactive et affecter la transcription des ARNt [Clark 	

., 1991]. Enfin, la transcription des ARNr est affectée par la modification des facteurs de 
transcription SL-1 et UBF [Banarjee 	
., 2005].  
4.1.2. Modulation de la traduction cellulaire
La modulation de la traduction lors de l’infection par les EVs résulte de l’action de la 
protéase 2Apro. Cette protéine virale cible spécifiquement l’initiation de la traduction dépendant 
d’une coiffe en 5’ car elle clive chacun des facteurs d’initiation eIF4GI et II en deux sous-produits 
[Gradi 	
., 1998 ]. Les sous-produits amino terminaux restent liés à la coiffe 5’ des ARNm mais 
ne permettent pas le recrutement des ribosomes. A l’inverse, les sous-produits carboxy terminaux 
conservent la propriété de se lier aux ribosomes et seront recrutés par la séquence IRES des ARN 
viraux (figure 11) [Ohlmann 	
., 1996 ; Kempf et Barton, 2008a ; 2008b]. Cependant, le « shut 
off » induit par les EVs ne semble pas total. Une étude réalisée avec des cellules Hela infectées par 
le PV-1 montre que la traduction de certains des ARNm qui possèdent une séquence IRES est 
maintenue, voire stimulée jusqu’à 3 heures après l’infection. La liste non exhaustive inclut des ARN 
codant des protéines structurales ou associées au cytosquelette (sous unité alpha 3 de l’intégrine, 
CD54, pores nucléaires…), des phosphatases kinases associées à la réponse inflammatoire, des 
récepteurs membranaires (glucocorticoïdes, vitamine D…), des précurseurs de l’interleukine 6 et 
des sous unités de ribosomes [Johannes 	
 ., 1999]. Une autre étude, menée avec le CV-B3, 
montre que l’inhibition viro-induite de la traduction dépendante de la coiffe n’affecte que les 
ribosomes cytoplasmiques. La traduction assurée par les ribosomes associés au réticulum 
endoplasmique serait maintenue car elle est effectuée indépendamment de la présence d’une 
séquence signal ou IRES sur l’ARNm. De plus, les ribosomes restent associés au réticulum au 
moins jusqu’à 6 heures après l’infection [Lerner et Nicchitta, 2006].
4.1.3. Modulation de la maturation et de l’excrétion des protéines
Le système de maturation et de sécrétion protéique est perturbé par les protéines 3A, 2B et 
son précurseur 2BC. Ces protéines virales disposent de domaines hydrophobes (extrémité C 
terminale), qui leur permettent de s’ancrer dans les membranes lipidiques des organites et de 
bloquer le transport des protéines entre le réticulum et l’appareil de Golgi [Doedens 	
., 1995 ; 
1996 ; Cornell 	
 ., 2006]. De plus, la protéine 2B « viroporine » peut former des pores 




., 2008 ; Doedens 	
, 1995 ; van Kuppeveld 	
., 1997]. Cette perméabilisation 
perturbe l’homéostasie ionique, avec un efflux du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique 















FIGURE 11. Inhibition de la traduction coiffe dépendante par la protéase 2A du poliovirus. 
L’initiation de la traduction des ARNm avec une coiffe en 5’ est dépendante du recrutement de 
différents facteurs initiateurs qui vont permettre l’attachement de la sous unité 40S des ribosomes. 
La protéine eIF4G en est la pierre angulaire. Sur son extrémité N-ter, elle peut recruter le facteur 
eIF4E qui reconnait la coiffe ARN. Sur son extrémité C-ter, elle peut recruter divers effecteurs 
fixant le ribosome (A). Après le clivage de l’extrémité N-ter par la protéase virale 2A, le facteur 
eIF4G ne peut plus reconnaitre les ARNm portant une coiffe en 5’. Comme la partie C-ter n’est pas 
altérée par 2A, le facteur eIF4G conservera sa capacité à se fixer sur une séquence IRES et de 




4.2. Modulation de la réponse immunitaire innée
4.2.1. Mécanismes
La réponse immunitaire innée est activée par des senseurs moléculaires, les PRRs (pattern 
recognition receptors), qui reconnaissent des motifs moléculaires hautement conservés chez les 
agents pathogènes (PAMPs : pathogen associated molecular patterns). Ces senseurs moléculaires 
modifient l’expression de nombreux gènes ! l’activation des facteurs de transcription IRF 
(interferon regulating factor) et NF-kB, qui vont respectivement stimuler une réponse interféron et 
la production de cytokines pro inflammatoires. Il existe 3 grandes familles de récepteurs PRRs : 
Toll-Like receptors (TLR), RIG-I-like receptors (RLR) et NOD-like receptors (NLR) [pour revue 
Harris et Coyne, 2013]. 
Les récepteurs TLR sont transmembranaires et se scindent en 2 catégories selon leurs 
localisations cellulaires. Les TLR-1, 2, 4, 5 et 6, localisés à la surface de la membrane plasmique, 
reconnaissent des protéines bactériennes. Les TLR-3, 7, 8 et 9, localisés dans la lumière des 
endosomes, reconnaissent des motifs d’acides nucléiques, généralement d’origine virale. Le TLR-3 
reconnait des ARN bicaténaires, les TLR-7 et 8, des ARN monocaténaires et le TLR-9, des ADN 
non méthylés. Ces 4 récepteurs TLR activent les facteurs de transcription IRF et NF-kB par 
l’intermédiaire des adaptateurs TRIFF et MyD88.  
Il existe 3 récepteurs RLR : RIG-I, MDA5 et LGP2, les mieux caractérisés sont RIG-I et 
MDA5. Le récepteur RIG-1 détecte la présence cytoplasmique de petits ARN bicaténaires et 
d’ARN monocaténaires à extrémité 5’ triphosphate. Le récepteur MDA5 détecte la présence 
cytoplasmique de longs ARN double brin. RIG-1 et MDA5 activent les facteurs de transcription 
IRF et NF-kB par l’intermédiaire de la protéine mitochondriale MAVS. L’activation de la protéine 
MAVS peut également entraîner une dépolymérisation de la membrane mitochondriale et initier une 
entrée en apoptose de la cellule. 
L’homme compte 22 types de NLR. Ce sont des récepteurs cytoplasmiques, plutôt dédiés à 
la reconnaissance des PAMPs bactériens. 
4.2.2. Echappement des entérovirus à l’immunité innée
La réplication du génome des EVs génère des ARN double brin qui peuvent être détectés par 
TLR-3 et MDA5 [Negishi 	
., 2008 ; Wang 	
., 2010]. MDA5 peut détecter les ARN double 
brin cytoplasmiques. TLR3, présent dans la lumière des endosomes, pourrait les détecter à la faveur 
des processus de type autophagique généralement induits par les infections à EVs. De plus, la 
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détection d’ARN double brin par TLR3 nécessite un environnement acide que l’on retrouve dans les 
autolysosomes [De bouteiller 	
., 2005] (voir § 4.3.2.).
La réponse immunitaire innée est limitée pendant la multiplication des EVs selon trois 
processus d’échappement : (1) l’inhibition de l’expression génique de la cellule (voir § 4.1.) qui 
bloque en amont la production d’IFN et de cytokines et, en aval, l’expression de récepteurs 
membranaires immunitaires (MHC, récepteur TNF…) ; (2) la modulation de la mortalité cellulaire 
et de l’autophagie (voir § 4.3.1. et 4.3.2.2.) ; (3) l’inhibition de la signalisation intra cellulaire par 
les récepteurs PRR.
La protéase 3C de l’EV-A71 clive l’adaptateur TRIFF du récepteur TLR-3 au niveau de sa 
glutamine 312 et de sa sérine 313 dans des cellules Hela infectées. Ce clivage entraîne une 
inhibition de l’induction de protéines antivirales [Lei 	
 ., 2011]. La protéase 2A de l’EV-A71 
clive l’adaptateur MAVS du récepteur MDA5 au niveau des glycines 209, 251, et 265 [Wang 	
.,
2013]. Ces 2 adaptateurs sont également clivés par la protéase 3C du CV-B3. L’adaptateur MAVS 
est clivé au niveau de la glutamine 148 et l’adaptateur TRIF est clivé au niveau de ses domaines N 
et C terminaux, qui activent respectivement les facteurs IRF3 et NF-kB [Mukherjee 	
., 2011].
4.3. Modulation de la mortalité cellulaire 
Trois types majeurs de mort cellulaire programmée ont été mis en évidence dans les cellules 
de mammifères : l’apoptose (type I), la nécrose (type II) et l’autophagie (type III). Ces processus 
sont largement interconnectés, ils constituent à la fois une réponse à un stress intra ou extra 
cellulaire et une partie de la réponse immunitaire à des agents infectieux [Agol 	
 ., 2000 ; 
Hedrick 	
., 2010 ; Lamkanfi et Dixit, 2010; Xi 	
 ., 2013]. Les EVs sont tributaires de la 
cellule hôte pour leur réplication et leur cycle infectieux constitue un stress à l’origine de 
l’induction d’un processus de mort cellulaire.  
4.3.1. Mort cellulaire lors de l’infection à EV : apoptose ou nécrose ?
4.3.1.1. Mécanismes de l’apoptose
 L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée, ordonnée et contrôlée, qui du 
point de vue de la morphologie cellulaire se caractérise par (1) le bourgeonnement de la membrane 
plasmique, (2) une rétraction cellulaire, (3) la condensation et la fragmentation ordonnée de la 
chromatine. Comme il n’y a pas de perte d’intégrité de la membrane plasmique, l’apoptose n’induit 
pas de réaction inflammatoire et n’affecte pas les cellules voisines. L’apoptose nécessite plusieurs 
pré requis moléculaires : le processus utilise de l’énergie, dépend de cystéines protéases (caspases) 
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et il est régulé par différents facteurs pro ou anti apoptotiques. L’apoptose peut être enclenchée par 
2 voies de signalisation : la voie intrinsèque et la voie extrinsèque (figure 12) [pour revue Hedrick
	
., 2010 ; Lamkanfi et Dixit, 2010].
FIGURE 12. Voies de signalisation intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose. 
La fixation d’un ligand pro apoptotique sur un récepteur de mort cellulaire permet la 
formation d’un complexe DISC (Death Inducing Signal Complex) entrainant une voie de 
signalisation extrinsèque permettant l’activation de la caspase 8 et de l’intermédiaire Bid. La 
caspase 8 va permettre l’activation des caspases 3/7 effectrices de l’apoptose et l’intermédiaire Bid 
va induire la voie de signalisation intrinsèque. 
Des stress intracellulaires peuvent permettre une activation intrinsèque de l’apoptose !
l’activation des facteurs pro apoptotiques BAK/BAX. Ces facteurs vont former des canaux au sein 
des mitochondries pour en libérer le contenu apoptogène. Les effecteurs proapoptotiques 
mitochondriaux (Cytochrome C, Smac/Diablo et HtrA2/Omi) vont entrainer la formation du 
complexe, l’apoptosome, qui va activer la caspase 9. La caspase 9 activée entraine l’activation des 
caspases 3/7 effectrices de l’apoptose. (D’après Lamkanfi et Dixit, 2010).
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La voie intrinsèque (ou mitochondriale) répond à un stress intra cellulaire. BAX et BAK, 
deux facteurs cytoplasmiques pro-apoptotiques, forment des pores dans les membranes des 
mitochondries, provoquant la sortie irréversible du contenu mitochondrial dont le cytochrome C et 
les protéines Smac et Diablo. Le cytochrome C va se lier à l’effecteur cytoplasmique APAF-1 et ce 
complexe active la caspase 9 (apoptosome). S’en suit une cascade protéolytique par les caspases 3, 
6 et 7 effectrices de l’apoptose. Cette voie est inhibée par les protéines anti-apopotiques Bcl-2/Bcl-
XL. De la même manière, l’activation des caspases 3, 6 et 7 est inhibée par le facteur anti-
apoptotique IAPs, qui peut être inhibé par les facteurs pro-apoptotiques Smac/Diablo.  
La voie extrinsèque est induite par l’activation de récepteurs transmembranaires de mort 
(DR) qui détectent des stress extra cellulaires. On compte chez l’homme 6 récepteurs DR : le 
récepteur Fas, le récepteur du TNF-, les récepteurs DR3 et DR6, et les récepteurs « TNF-related 
apoptosis inducing ligand receptor 1 » : TRAIL-1, DR4 et DR5. L’interaction d’un ligand avec les 
récepteurs Fas, DR4 et DR5 provoque le recrutement cytoplasmique d’un module FADD, lequel 
active la caspase 8. Cet ensemble forme un « death inducing signaling complex » ou DISC, dont 
l’action peut être inhibée par la protéine anti-apoptotique cFLIP. Alternativement, le récepteur du 
TNF- et DR3 vont recruter les complexes TRADD et RIPK1. L’activation de la caspase 8 cause 
l’activation protéolytique des caspases effectrices entraînant l’apoptose. La caspase 8 peut amplifier 
le signal apoptotique en clivant la protéine pro-apoptotique Bid, dont la forme tronquée (tBid) 
stimule l’action de BAX et BAK.   
4.3.1.2. Mécanismes nécrotiques
Lorsque les conditions ne sont pas réunies pour le déroulement de l’apoptose (inhibition, 
faible niveau énergétique…), la cellule peut subir une mort par nécrose. La nécrose diffère de 
l'apoptose par beaucoup d’aspects : (1) gonflement des cellules, (2) distension de divers organites 
dont les mitochondries, (3) agglutination / dégradation aléatoire de la chromatine, (4) endocytose ou 
autophagie excessive, (5) pas d’intervention des caspases (aucune protéine spécifique n’est 
synthétisée), (6) pas d’énergie nécessaire et (7) perte d’intégrité de la membrane plasmique. La 
nécrose est souvent associée au déclenchement d’une réaction inflammatoire causée par la 
libération du contenu cytoplasmique dans le milieu extra cellulaire. La nécrose a longtemps été 
considérée comme une mort purement accidentelle et non contrôlée. En fait, ce processus qui 
semble programmé et contrôlé a été rebaptisé nécropoptose. Divers acteurs cellulaires et voies de 
signalisation en assurent le déclenchement. Les modules protéiques RIP1 et RIP3 associés aux 
récepteurs TNF interagissent avec diverses enzymes ou avec les mitochondries. Les mitochondries 
peuvent produire des espèces réactives oxygénées (ROS) et activer la protéine PARP-1, ce qui 
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provoque une pénurie d’ATP. Cette pénurie se traduit par l’arrêt des pompes membranaires qui 
maintiennent l’équilibre ionique de la cellule. Un afflux important et brutal de calcium dans le 
cytoplasme entraîne une suractivation des calpaïnes, lesquelles provoquent la rupture des lysosomes 
(figure 13) [Hedrick 	
., 2010 ; Lamkanfi et Dixit, 2010 ; McCall, 2010]. 
FIGURE 13. Exemple de nécrose induite. 
La fixation de TNF sur son récepteur peut entrainer le recrutement des modules RIP1 et RIP3, qui 
peuvent induire des mécanismes nécrotiques. Exemples : Activation de Calpaïnes ! la libération 
du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique ; production par les mitochondries d’espèces 
réactives oxygénées (ROS) ; ou encore rupture des lysosomes ! l’activation de cathepsines. 
(D’après Lamkanfi et Dixit, 2010). 
4.3.1.3. Modulation de l’apoptose et de la nécrose par les entérovirus
De nombreux travaux indiquent que les EVs peuvent à la fois initier, inhiber et orienter la 
mort de la cellule [*. Agol 	
., 2000 ; Belov 	
., 2003 ; Bozym 	
., 2011 ; Liang 	
.,
2004 ; Neznanov 	
., 2001 ; Romanova 	
., 2005 ; Xi 	
., 2013]. L’infection des cellules 
HeLa par le PV-1 induit la mort par apoptose au cours des premières étapes du cycle viral. Son 
déclenchement semble être une réaction de défense cellulaire causée par l’inhibition de l’expression 
des gènes cellulaires (voir § 4.1.) ; [Neznanov 	
., 2001]. La multiplication virale va stopper le 
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processus d’apoptose avant son achèvement [Agol 	
., 2000]. L’inhibition du cycle viral par des 
drogues permet au processus apoptotique d’arriver à son terme. Au stade intermédiaire du cycle 
viral, un basculement semble s’opérer vers une mort par nécrose. Ce basculement serait dû à 
l’impossibilité d’achever l’apoptose et à la réunion de conditions favorables au déclenchement 
d’une nécropoptose. L’enchaînement séquentiel observé avec les cellules Hela infectées par PV-1 
varie avec le type cellulaire [Romanova 	
., 2005]. Ces variations sont retrouvées pour d’autres 
génotypes. Des cellules Hela et Caco-2 infectées par le CV-B3 meurent après 7 à 10 heures 
d’infection : la mort des cellules Hela est due à l’apoptose, celle des cellules Caco-2 à la nécrose 
dépendant des calpaïnes [Bozym 	
 ., 2011]. Des cellules endothéliales HUVEC ou 
microvasculaires de derme (HDMEC) infectées par les CVB ne présentent pas un taux de mortalité 
significatif [Conaldi 	
 ., 1997 ; Zanone 	
 ., 2003], mais l’EV-A71 induit l’apoptose des 
cellules HDMEC (endothélium de derme) [Liang 	
 ., 2004]. Ces rapports complexes entre le 
cycle infectieux des EVs et les processus de mort cellulaire mettent en évidence l’importance des 
conditions d’étude, en plus du type de virus et du type cellulaire. 
4.3.2. Mécanisme et modulation de l’autophagie par les entérovirus
4.3.2.1. Mécanismes de l’autophagie
La macro-autophagie (désignée par le terme autophagie) peut être considérée comme un 
mécanisme à double tranchant. C’est avant tout un processus de survie cellulaire, qui s’oppose à 
l’apoptose, mais il peut aussi entraîner la mort de la cellule s’il est suractivé. L’autophagie constitue 
également un mécanisme immunitaire inné, qui participe au processus de présentation d’antigènes à 
la surface de la cellule infectée [Jordan et Randall, 2012].
L’autophagie se caractérise par la présence de vacuoles, dans lesquelles sont dégradées les 
protéines cytoplasmiques et les organites pour en recycler les constituants. L’induction de 
l’autophagie est stimulée par l’inhibition de la voie mTOR par une carence en nutriments, un 
manque de facteurs de croissance, une agrégation de protéines cytoplasmiques, un stress fonctionnel 
du réticulum endoplasmique ou la production de ROS. L’activation de récepteurs PPR (TRIFF, 
TLR) et la production de cytokines (IFN) peuvent également déclencher l’autophagie. Il s’agit d’un 
processus particulièrement dynamique, comprenant plusieurs étapes. L’autophagie débute par la 
formation de phagophores issus de la nucléation de membranes du réticulum endoplasmique ou de 
l’appareil de Golgi. L’élongation et la fusion des extrémités du phagophore ! l’action de 
l’effecteur LC3-II produit une vésicule à double membrane qui englobe des composants 
cytoplasmiques. Cette vésicule ou autophagosome peut fusionner avec des endosomes pour former 
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un amphisome. La fusion de lysosomes avec un autophagosome (ou un amphisome) génère un 
autolysosome dont le contenu acide et protéolytique permet la dégradation des composants 
séquestrés. L’ensemble de ces étapes est appelé le flux autophagique (figure 14) [pour revue 
voir Jordan et Randall, 2012].
FIGURE 14. Etapes de l’autophagie. 
L’autophagie peut se scinder en 4 étapes : Nucléation et élongation de membranes qui vont former 
des phagophores englobant des composés cytoplasmiques ; fusion des phagophores pour former des 
autophagosomes ; fusion des autophagosomes avec des Lysosomes ; Maturation des 
autophagosomes en autolysosomes (A). L’induction d’un processus autophagique passe par 
différents signaux et stress, qui vont lever l’inhibition qu’exerce le complexe mTORC1 sur les 
effecteurs autophagiques (B). Le facteur LC3-I est conjugué à un phosphatidylethanolamine pour 
générer LC3-II, qui va ensuite s’insérer dans les phagophores et permettre leur maturation en 
autophagosomes (C). (D’après Jordan et Randall, 2012). 
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4.3.2.2. Modulation de l’autophagie par les entérovirus
L’autophagie est induite en tant que réponse immunitaire cellulaire contre de nombreux 
pathogènes, mais certains d’entre eux ont évolué en utilisant certaines étapes pour leur propre cycle 
infectieux. L’autophagie peut être modulée pendant le cycle de différents génotypes d’EVs. Le CV-
B3 peut initier un processus autophagique [Wong 	
., 2008]. En se fichant dans les membranes 
du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi, les protéines 2BC et 3A du PV-1 peuvent 
entraîner la formation de phagophore dont la maturation en autophagosome est assurée par la 
conversion du facteur LC3-I en LC3-II [Jackson 	
., 2005 ; Richards et Jackson, 2012]. L’EV-
A71 peut induire l’autophagie par inhibition de la voie mTOR [Huang 	
 ., 2009 ; Xi 	
 .,
2013]. Cependant l’évolution et la finalisation du flux autophagique semblent varier selon le virus. 
Lors de l’infection par le CV-B3, le flux autophagique est prématurément stoppé ou ralenti par 
inhibition de la fusion lysosome/autophagosome, qui, si elle était menée à son terme, réduirait le 
rendement viral [Wong 	
 ., 2008]. A l’inverse dans les cellules infectées par le PV-1, non 
seulement le flux autophagique est conduit jusqu’à son terme, mais semble impliqué dans la 
maturation et la libération des particules virales infectieuses [Jackson 	
 ., 2005 ; Richards et 
Jackson, 2012]. Par ailleurs, la formation d’autophagosomes stimule la réplication virale et pourrait 
constituer un mécanisme non lytique de libération des particules virales [Richards et Jackson, 
2012]. 
4.4. Remodelage cytoplasmique, génération de l’usine virale 
Les cellules infectées par un EV développent un ECP, c'est-à-dire un ensemble de 
changements morphologiques caractéristiques en microscopie photonique. En microscopie 
électronique, l’ECP des EVs comprend la condensation de la chromatine, une déformation du 
noyau, une réorganisation ou disparition des organites, un arrondissement de la cellule et une 
prolifération de structures vésiculaires [Bienz 	
 ., 1973]. Cette manifestation semble être une 
caractéristique commune à de nombreux virus à ARN liée à la réplication du génome [Miller et 
Krinjnse-Locker, 2008]. Les mécanismes moléculaires mis en jeu pour induire ces réarrangements 
sont mal connus pour beaucoup d’EVs, à l’exception du PV-1 et du CV-B3.  
4.4.1. Origine et formation des vésicules viro-induites
Les travaux menés avec le PV-1 et le CV-B3 indiquent que les vésicules viro-induites se 
forment à partir d’une mosaïque de membranes exhibant des marqueurs de l’ensemble du système 
de sécrétion de protéines : cis- et trans-Golgi, réticulum endoplasmique et lysosomes [Belov 	
.,
2012 ; Egger et Dienz, 2005 ; Egger 	
., 2000 ; Limpens 	




Cette recombinaison des membranes est le résultat de l’action des protéines virales 3A et 2B/2BC 
(voir § 4.1.3). En s’accumulant à la surface des membranes lipidiques du réticulum endoplasmique 
et de l’appareil de Golgi, les protéines virales provoquent leur désassemblage par un processus de 
type autophagique (voir § 4.3.2.2) ; [Suhi 	
., 2000 ; Belov 	
., 2007 ; Richards et Jackson, 
2012].
Deux élégantes études par microscopie et tomographie électronique en 3D, publiées presque 
simultanément, ont permis de mieux appréhender la génération et la structure des formations 
multivésiculaires au sein des cellules Vero infectées par le CV-B3 et des cellules Hela infectées par 
le PV-1 [Belov 	
., 2012 ; Limpens 	
., 2011]. Le modèle qui ressort de ces études suggère 
que des tubules à simple membrane se forment par allongement des organites cités ci-dessus. Puis 
ces tubules constituent de minces et longues citernes qui s’invaginent comme des autophagosomes. 
Après la fusion de leurs extrémités, les citernes forment des vésicules à double membrane (70  400 
nm de diamètre). L’invagination de citernes autour d’autres citernes produit la formation de 
vésicules à multiples membranes. La succession des phénomènes d’apposition, d’invagination et de 
fusion de membranes permet de constituer une formation complexe, évoquant la structure d’une 
éponge (figure 15). 
4.4.2. Complexe de réplication membranaire ou « usine virale »
Ces formations multivésiculaires constituent des plateformes qui assurent la réplication 
génomique voire l’encapsidation [Bienz 	
., 1992 ; Egger et Bienz, 2005 ; Egger 	
., 2000].
Elles forment ce qui est parfois appelé une « usine virale ». 
La protéine 3A ancrée à la surface des membranes, recrute un complexe protéique formé de 
GBF1 et d’ARF1. Ces deux protéines favorisent l’action de la PI4KIII qui catalyse la production 
de lipides PI4P et permet leur incorporation dans les membranes. Cette composition lipidique PI4P 
au sein des membranes permet la fixation de la polymérase virale 3D et induit une courbure des 
membranes favorisant la formation des vésicules (figure 15) [Hsu 	





































FIGURE 15. Formation des structures de réplication génomique du CV-B3. 
Modèle d’évolution des structures de réplication induite par le CV-B3. Au stade précoce, des 
tubules à simple membrane vont s’invaginer et se refermer pour former au stade tardif des vésicules 
à multiples membranes (A). Modélisation en 3D de micrographies électroniques, à partir de coupes 
tomographiques réalisées au stade précoce (B) et tardif de l’infection (C). Représentation 
schématique de la mise en place des complexes de réplication génomique à la surface des 
membranes. La protéine virale 3A insérée au sein des membranes va promouvoir le recrutement de 
la PKI4III. La PKI4III va catalyser la production de PI4P (rouge), qui à leur tour vont faciliter le 
recrutement à la surface des membranes de la polymérase virale 3Dpol (D). (Sources : Images A – 
C d’après Limpens 	




5. Evolution des entérovirus 
Les EVs, comme une majorité de virus à ARN, se caractérisent par une grande variabilité 
génétique, conséquence de 2 mécanismes : les mutations et les recombinaisons (figure 16). La 
variabilité génétique générée lors de la dissémination entre les individus est le moteur évolutif des 
EVs ; elle se traduit par la grande diversité de ces virus. Ces mécanismes d’évolution permettent 
aux EVs de s’adapter à diverses pressions de sélection et d’avoir un spectre tissulaire très vaste. 
5.1. Les mutations  
Les « erreurs » (substitutions nucléotidiques) commises par la polymérase virale 3Dpol, 
enzyme dépourvue d’activité éditrice, sont une source de mutations ponctuelles. Le taux de 
substitution   de la polymérase 3Dpol des poliovirus a été évalué entre 10-4 et 10-3, soit une 
mutation par génome [Ward 	
, 1988]. Les mutations ponctuelles sont le principal mécanisme de 
la diversité génétique des EVs au sein d’un même génotype. Les taux de mutations ponctuelles 
varient en fonction de la pression de sélection exercée sur un locus. Par exemple, les protéines de 
capside sont soumises à la pression sélective de l’immunité, qui vise à neutraliser le virus, et aux 
contraintes structurales, qui visent à maintenir la conformation spatiale de la capside. Ainsi le gène 
1D est soumis à une forte contre-sélection des mutations non synonymes (sélection négative). Le 
polymorphisme des acides aminés y est limité à quelques sites exposés à la surface [Bailly 	
.,
2009]. 
5.2. Les évènements de recombinaison génétique  
Lors de co-infections par deux souches d’EVs, des portions de leurs génomes peuvent être 
échangées pendant la réplication, créant des recombinaisons génétiques et des variants 
« recombinants » (ou mosaïques). La recombinaison génomique est provoquée par les sauts de la 
polymérase 3Dpol d’une matrice à une autre. Les sites de recombinaison sont beaucoup plus 
fréquents dans la partie codant les protéines non structurales. La comparaison des souches EVs 
indique que les évènements de recombinaison sont fréquents au cours de la transmission des 
souches des génotypes épidémiques [Bailly 	
., 2011 ; Mirand 	
., 2007]. Chez les poliovirus 
vaccinaux, la recombinaison avec d’autres EVs de l’espèce C (CV-A) peut être associée à 




FIGURE 16. Mécanismes génétiques d’évolution des entérovirus. 
Les entérovirus peuvent évoluer rapidement ! l’introduction de mutations (traits blancs) induites 
par la mauvaise fidélité de la polymérase virale 3D pol dépourvue d’activité éditrice. Lors de co-
infection des évènements de recombinaison génomique (croix) peuvent se produire et générer des 
génomes recombinants ou (mosaïques).  
6. Epidémiologie, physiopathologie des infections à EV 
6.1. Transmission 
L’homme est le seul réservoir naturel des EVs humains. L’absence d’enveloppe rend les 
EVs résistants dans l’environnement, où ils peuvent conserver leur pouvoir infectieux pendant des 
mois dans des conditions de température et de pH favorables. Ils peuvent être retrouvés dans les 
coquillages, sur des végétaux contaminés par des aérosols, dans les eaux de surface, les eaux usées, 
les boues [Fuhrman 	
., 2005]. Leur persistance dans l’eau de consommation est inversement 
associée au niveau socioéconomique. La transmission des EVs se fait principalement par voie 
fécale-orale et/ou respiratoire, par contacts directs ou indirects avec des personnes, objets ou 
aérosols contaminés. Les contacts directs ou indirects avec des fluides corporels (larmes, salive, 
liquide de vésicules) contaminés peuvent contenir le virus des génotypes associés aux conjonctivites 
hémorragiques et infections cutanéo muqueuses. La transmission des EVs est facilitée dans les 
communautés urbaines denses et/ou fermées : crèche, écoles, maison. Des cas d’infections 
nosocomiales à EV ont également été rapportés, principalement au sein d’unités pédiatriques 
[Bailly 	





 L’épidémiologie des EVs peut suivre un profil endémique ou épidémique en fonction du 
génotype, du climat, de la localisation géographique, de la maladie associée, de l’assainissement des 
eaux usées, et des modes de prévention liés à l’hygiène générale. La propagation épidémique dans 
les pays à climat tempéré se caractérise par une circulation inter humaine à bas bruit, ponctuée de 
pics épidémiques saisonniers de quelques semaines ; les épidémies se produisent en été et en 
automne (figure 17) [Chambon 	
., 2001]. Dans les régions tropicales, la propagation est de type 
endémique et les épidémies seraient occasionnelles. 
 La sévérité, le pronostic et les manifestations cliniques des infections à EVs sont 
principalement liés au statut immunitaire. Typiquement, les infections à EVs sont associées aux 
jeunes enfants, et particulièrement aux nouveau-nés [Abzug, 2013]. Toutefois, la fréquence des 
infections symptomatiques chez les adultes est probablement sous estimée [Peigue-Lafeuile 	
.,
2002 ; Khetsuriani 	
., 2006].
FIGURE 17. Méningites à entérovirus au CHU de Clermont-Ferrand de 1999 à 2013. 
Circulation épidémique des entérovirus chez les adultes (bleu) et les enfants (rouge) avec des pics 
d’ampleurs variables en fonction des années. Les pics sont majoritairement retrouvés lors de la 
période estivo-automnale. Cependant la circulation des EVs à bas bruit peut également être 
observée en début d’hiver (flèches noire). 
6.3. Physiopathologie générale
 La pathogénie des EVs est connue par les études menées chez des singes infectés par le 
poliovirus [Bodian, 1955 ; Sabin, 1956]. Les EVs contaminent l’organisme au niveau de la bouche 
et des voies respiratoires. Puis, des sites primaires de réplication s’établissent au sein des tissus 
lymphoïdes des muqueuses intestinales (plaques de Peyer) et de la gorge (amygdales). 
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A partir de ces sites primaires, les EVs sont disséminés dans le sang à partir des ganglions 
cervicaux et mésentériques et la virémie permet d’atteindre différents organes ou tissus. L’infection 
se traduira par des expressions cliniques de gravité variable (figure 18). Les atteintes tissulaires 
consécutives à la virémie nécessitent un franchissement par le virus de l’endothélium vasculaire 
irriguant ces tissus (voir § 7.9). La grande diversité des EVs les rend responsables de plusieurs 
syndromes cliniques. La majorité des infections sont inapparentes et les infections symptomatiques 
sont aiguës et spontanément résolutives chez les personnes immunocompétentes 
FIGURE 18. Physiopathologie connue des entérovirus. 
Après contamination par voie orale, les entérovirus pénètrent au niveau des muqueuses aero 
digestives et se multiplient au niveau des tissus lymphoïdes secondaires (Amygdales – Plaques de 
Peyer). Après multiplication, les entérovirus passent dans la circulation sanguine (virémie) et 
diffusent vers différents organes.
6.4. Pathologies Humaines 
6.4.1. Les atteintes du système digestif
Il est fréquent de retrouver des symptômes gastro-intestinaux (vomissements, diarrhées…) 
associés aux infections symptomatiques à EVs. Cependant si l’on prend en compte le fait que les 
EVs établissent un site primaire d’infection au niveau des tissus lymphoïdes intestinaux avant de 




6.4.2. Les infections cutanéo-muqueuses
6.4.2.1. Les herpangines
Les herpangines sont des infections de la gorge qui se définissent par la présence de 
vésicules caractéristiques sur le palais et les amygdales. Se sont des angines vésiculeuses aigües, 
fébriles et très contagieuses. 
6.4.2.2. Le syndrome pied-main-bouche
Le syndrome pied-main-bouche se caractérise par des éruptions de vésicules sur la plante 
des pieds, la paume des mains et dans la cavité buccale. Cette maladie bénigne semble plus 
particulièrement associée aux EVs de l’espèce A. Lorsqu’elle est causée par l’EV-A71, elle peut 
être associée à des manifestations sévères voire mortelles : encéphalite, paralysie flasque, détresse 
cardio respiratoire (figure 19) [Abzug, 2013 ; Chen 	
., 2007a]. 
6.4.2.3. La conjonctivite hémorragique aigüe
La conjonctivite hémorragique aigue est caractérisée par une période d’incubation courte 
précédent l’apparition rapide d’une inflammation de la conjonctive et d’hémorragies sous 
conjonctivales. Contrairement aux autres infections à EVs, la conjonctivite hémorragique aiguë est 
presque exclusivement associée aux génotypes EV-D70 et CV-A24. La durée de cette maladie auto 
résolutive et sans séquelle est de 1 à 2 semaines. 
6.4.3. Infections respiratoires
Les EVs sont une cause commune d’infections respiratoires chez les enfants. Elles 
représentent la seconde atteinte la plus fréquemment associée aux EVs, après les méningites aiguës 
[Jacques 	
., 2008]. Les atteintes respiratoires par un EV sont majoritairement hautes (rhume, 
laryngite et pharyngite) et plus rarement basses (bronchiolite ou pneumonie). 
6.4.4. Les atteintes musculaires
6.4.4.1. Atteintes cardiaques
Les EVs, plus particulièrement les CVB, peuvent être associés à des myocardites et 
myopéricardites aiguës. L’inflammation peut évoluer vers une myocardite chronique aboutissant à 





La pleurodynie ou maladie de Bornholm est une atteinte de muscles intercostaux et/ou 
abdomminaux, qui se caractérise par des douleurs abdominales et un syndrome pseudo grippal. 
FIGURE 19. Bulletins d’alerte et d’information 
émis par l’OMS concernant une flambée de 
maladie pieds-mains bouche associée à l’EV-A71 au 






6.4.5. Atteintes du système nerveux central (SNC)
Une majorité d’EVs peut infecter différents compartiments du SNC, mais le caractère 
neurotrope et la neurovirulence varient selon le génotype. Les poliovirus sont des EVs neurotropes 
et neurovirulents, mais un autre génotype, l’EV-A71, émerge en Asie. Le spectre des infections 
neuro-méningées causées par les EVs comprend par ordre croissant de fréquence : la méningite, 
l’encéphalite et la myélite. Leur diagnostic de certitude repose sur l’amplification moléculaire du 
génome viral dans le liquide céphalorachidien (LCR) ou liquide cérébrospinal (figure 20).


















FIGURE 20. Le liquide cérébrospinal ou céphalorachidien. 
Le liquide cérébro rachidien (LCR) baigne le cerveau et la moelle épinière. Son rôle est d’amortir 
les chocs et de participer au maintien de l’homéostasie cérébrale. L’analyse de sa composition 
biochimique est utilisée en clinique comme marqueur de l’état physiologique du cerveau. Le LCR 
est principalement produit par le plexus choroïde et il circule dans les ventricules cérébraux et les 
espaces sous arachnoïdiens au niveau des méninges. Situation et circulation du liquide 
cérébrospinal (flèches) (A). Radiographie IRM (coupe sagittale), les liquides (LCR et interstitiel) 
apparaissent en claire (B).





Les EVs sont les principaux agents responsables des méningites aiguës (90% des méningites 
virales). C’est une réaction inflammatoire des méninges au niveau de l’espace sous arachnoïdien. 
La méningite se traduit par une triade symptomatologique (fièvre, céphalées et raideur de nuque) 
souvent accompagnée de photophobies et de troubles digestifs (vomissements, nausées…) [Abzug, 
2013 ; Chadwick, 2006]. Leur caractère anxiogène incite à l’hospitalisation du malade. La 
détection du génome viral par biologie moléculaire est la technique de référence pour le diagnostic 
d’une méningite à EV, quelque soit la pléiocytose et les dosages biochimiques (protéinorachie et 
glycorachie). Des prélèvements périphériques (gorge, selles) peuvent également être réalisés pour 
recherche du virus en culture. Ces analyses permettent une sortie rapide du patient [Archimbaud 	

., 2013]. Cette maladie présente une morbidité plus élevée chez les nouveau-nés, en particulier 
lorsque la contamination a lieu à la naissance et dans les premiers jours de vie [Abzug, 2013]. 
6.4.5.2. L’encéphalite
L’encéphalite est une urgence neurologique définie comme une inflammation du 
parenchyme cérébral associée à des disfonctionnements neurologiques. Elle est souvent associée à 
des séquelles neurologiques graves, voire à une mise en cause du pronostic vital du patient. Elle se 
traduit par des céphalées, fièvres, ataxie cérébelleuse, troubles cognitifs, troubles du comportement, 
voir coma. Les étiologies spécifiques ne sont identifiées que dans moins de 50% des cas à cause 
d’un manque d’approches diagnostics standardisées, de l’hétérogénéité des cas [Venkatesan 	
.,
2013] et de la difficulté ou impossibilité d’évaluer certains troubles comportementaux chez les 
enfants en bas âge. Les EVs représentent la seconde cause d’encéphalite virale après les herpesvirus 
et à égalité avec les arbovirus. Des encéphalites associées aux EVs ont également été observées 
chez des patients immunodéprimés ou sous traitement immunosuppresseur [Archimbaud 	
 .,
2003].
6.4.5.3. Myélite et poliomyélite
Les myélites correspondent à des infections de la matière grise de la moelle épinière 
(neurones), provoquant des céphalées fébriles, des douleurs dorsales et abdominales, et des 
paralysies flasques aiguës. La myélite associée aux 3 génotypes de poliovirus est la première 
maladie à avoir été associée aux EVs. Environ 1 à 2 % des personnes infectées avec un PV par voie 
digestive développent une atteinte nerveuse dont la moitié d’atteintes profondes.  Elle se traduit par 
une infection des motoneurones de la corne antérieure de la moelle épinière, et dans une moindre 
mesure des neurones du cortex moteur, du thalamus, du cervelet et du gyrus précentral. Il en résulte
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une paralysie flasque asymétrique, le plus 
souvent des membres inférieurs, dont le degré 
dépendra du site et de la sévérité des lésions 
neuronales. Une paralysie des muscles 
respiratoires peut entraîner la mort. La 
poliomyélite est une maladie à déclaration 
obligatoire. Le programme mondial 
d’éradication de la poliomyélite par la 
vaccination en 1988 a permis de diminuer 
significativement les nombres de cas (données
de l’OMS, figure 21). Des foyers de 
poliomyélites persistent dans quelques pays 
(Nigéria, Afghanistan et Pakistan en 2013). 
FIGURE 21. Campagne pour 
l’éradication des derniers foyers de 







6.5. Voies d’entrée des entérovirus dans le système nerveux 
Les voies par lesquelles les EVs accèdent au SNC restent encore mal connues. Deux 
concepts ont été énoncés dans les années 50 à partir des recherches sur les PV. En 1955, David 
Bodian formule l’hypothèse que la présence de PV dans le sang permet l’atteinte des tissus 
cérébraux susceptibles, voie virémique [Bodian, 1955]. En 1956, Albert Sabin formule l’hypothèse 
selon laquelle les PV infectent les neurones afférents au niveau de ganglions nerveux puis 
remontent jusqu’au SNC par la voie neuronale [Sabin, 1956]. 
6.5.1. Voie neuronale : transport rétrograde axonal
En 1992, Ren et Racaniello suggèrent que les PV sont transportés le long d’un axone depuis 
un muscle jusqu’au SNC chez des souris transgéniques exprimant le récepteur PVR. Le récepteur 
PVR aurait un rôle crucial dans cette voie [Ren et Racaniello, 1992]. D’autres études sur modèle 
murin transgénique montrent que la fixation du PV-1 à son récepteur entraîne son internalisation par 
endocytose. La vésicule d’endocytose serait ensuite rapidement et efficacement véhiculée par voie 
rétrograde grâce à l’interaction de la partie cytoplasmique de PVR avec la chaine légère Tctex-1 de 
la dynéine [Ohka 	
 ., 1998 ; 2004]. L’hypothèse de ce mode de transport a également été 
avancée pour l’EV-A71 [Chen 	
., 2007b]. Les auteurs montrent une forte diffusion de l’EV-A71 
à la moelle épinière de souris susceptibles au virus après inoculation par voie orale, intra musculaire 
ou dans un membre inférieur. La diffusion du virus est réduite en présence de colchicine, qui bloque 
le transport rétrograde axonal. Les auteurs montrent aussi que les souris infectées présentent une 
perméabilisation transitoire de la barrière hémato encéphalique 30 heures après l’inoculation par 
voie orale ; elle est consécutive à la virémie et associée à l’augmentation de TNF sérique.
Ces études présentent un certain nombre de biais et de limites. Le modèle d’étude s’appuie 
sur des souris rendues sensibles au virus par transfection du récepteur PVR humain. Les modèles 
murins présentent une faible sensibilité au PV-1 après infection par voie orale, à moins de les rendre 
déficients pour la réponse interféron [Ohka 	
 ., 2007]. Enfin, les souris sont inoculées 
généralement par voie intramusculaire, ce qui élimine la voie virémique.  
L’étude réalisée par Lancaster et Pfeiffer chez des souris inoculées avec le PV-1, suggère 
l’existence de 3 barrières majeures au transport rétrograde axonale : (1) la réponse interféron, qui 
limite l’infection dans le système nerveux périphérique, (2) la multiplication limitée du PV-1 dans 
les neurones périphériques d’origine murine, (3) le faible nombre de particules virales transportées 
par la voie axonale rétrograde, malgré sa rapidité. Ce transport est augmenté par une injection intra 
musculaire. Lancaster et Pfeiffer comparent le transport rétrograde axonal du PV à «  *
*!$4$  $+ $ $! !!% +$!!*
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 *$ ». Ceci expliquerait, d’après les auteurs, la très faible proportion de patients infectés 
par le PV-1 développant une poliomyélite [Lancaster et Pfeiffer, 2010].
6.5.2. Virémie et franchissement de la barrière hémato encéphalique
A la différence du transport rétrograde axonal, l’atteinte du SNC par la voie virémique a été 
très peu explorée. La première étude expérimentale qui aborde la question a été publiée par une 
équipe japonaise en 1997 [Yang 	
 ., 1997]. Différentes souches de PV-1 marquées 
radioactivement ont été inoculées par voie intraveineuse à des souris transgéniques pour le 
récepteur PVR. Les souches testées incluaient la souche sauvage virulente Mahoney, la souche 
vaccinale atténuée Sabin-1, une souche Mahoney recombinante pour les gènes de structure de la 
souche Sabin et la construction réciproque. Les résultats montrent que la neurovirulence du PV-1 
n’est pas associée à ses protéines de caspside : la neurovirulence de la souche Mahoney 
recombinante est équivalente à celle de la souche Mahoney sauvage et la souche Sabin 
recombinante est peu neurovirulente comme la souche Sabin parentale. Après inoculation intra 
veineuse, toutes les souches s’accumulent dans le SNC avec des taux identiques, aussi bien chez les 
souris transgéniques permissives que chez les souris non transgéniques. Cette accumulation est 
même 100 fois supérieure à celle de l’albumine utilisée comme témoin d’étanchéité de la BHE. Les 
auteurs concluent que le PV-1 peut atteindre le SNC par un franchissement de la BHE sans 
l’implication de son récepteur PVR. Ce franchissement ne se produit pas par un processus de cheval 
de Troie médié par des monocytes infectés. L’absence d’altération de l’étanchéité de la BHE (au 
moins jusqu’à 72h après l’inoculation) ne suggère pas une infection lytique de la BHE. 
7. La barrière hémato encéphalique 
7.1. Histoire 
La découverte d’une barrière entre le sang et le SNC a été faite en 1885 par le chercheur 
allemand Paul Ehrlich. Il a mis en évidence que certains colorants hydrosolubles injectés dans le 
système circulatoire colorent tous les organes à l’exception du cerveau et de la moelle épinière. Il en 
a conclu à tort que ces colorants présentaient une faible affinité pour le système nerveux. En 1909, 
un étudiant de Erlich, Edwin Goldmann réitère l’expérience, mais en injectant les colorants dans le 
LCR : son observation est exactement opposée, ce qui suggère la présence d’une barrière étanche 
isolant le système nerveux de la circulation sanguine. A la même époque, un autre chercheur 
allemand, Lewandowsky, qui étudiait la pénétration de ferrocyanate de potassium dans le cerveau, 
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introduisit en 1900 le terme « bluthirnschranke» de l’allemand : die Schranke (barrière), das Hirn 
(cerveau) et das Blut (sang) littéralement barrière sang cerveau ou barrière hémato encéphalique 
(BHE). C’est à partir des années 1960 avec les avancées de la microscopie électronique que débuta 
l’étude de la structure tissulaire de cette barrière par l’injection d’un traceur dans le sang ou le 
cerveau (figure 22) [Reese et Karnovski, 1967]. Ces expériences ont montré que la BHE est une 
structure fine localisée au niveau de microvaisseaux cérébraux et composée de cellules 
endothéliales non fenêtrées. De plus, cette barrière endothéliale stoppe le traceur au niveau des 
espaces intercellulaires caractérisés par des jonctions serrées. Reese et Karnovski (1967) font 
ressortir que l’étanchéité paracellulaire permise par les jonctions de l’endothélium microvasculaire 
cérébral peut contenir des gradients de traceur 3 fois supérieurs à ce qui est suffisant pour permettre 
la diffusion dans le cœur ou le muscle squelettique chez la souris. Depuis de nombreux modèles 
 "  de BHE ont été proposés. 
FIGURE 22. Cortex cérébral de Souris après administration intra veineuse d’un marqueur 
Horseradish peroxydase.
Le marqueur (noir) est retrouvé uniquement dans les vaisseaux sanguins et non dans le parenchyme 
cérébral, d’où la présence d’une barrière vasculaire étanche. Grossissement 175X. (D’après Reese
et Karnowski, 1967). 
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7.2. Rôle physiologique 
Le SNC est séparé du sang et du reste de l’organisme par 3 barrières [Abbott 	
., 2006 ;
Oreskovic et Klarica, 2010 ; Engelhardt et Coisne, 2011 ; Obermeir 	
., 2013]. (1) Les plexus 
choroïdes au niveau des ventricules cérébraux, qui participent à la sécrétion et à la circulation du 
LCR. Ils constituent une double barrière formée d’un endothélium fenestré non restrictif séparant le 
sang artériel du plexus choroïde et d’un épithélium choroïdien séparant le plexus choroïde du LCR 
ventriculaire. (2) La barrière hémato lepto-méningée au niveau des méninges, qui délimite les gros 
vaisseaux sanguins (veines) traversant les espaces sous arachnoïdiens, contenant le LCR. (3) Les 
microvaisseaux cérébraux (capillaires et post capillaires) qui vascularisent le parenchyme cérébral 
profond et sont délimités par la BHE. 
La BHE est une unité physiologique, qui constitue l’immense majorité de l’interface 
sang/cerveau et exerce le plus fort contrôle sur le micro environnement cérébral. Ses principales 
fonctions sont : (1) maintenir l’homéostasie cérébrale en s’opposant à la diffusion passive de 
composés du sang vers le SNC, ce qui consiste à assurer un flux continu, sélectif et dosé de 
nutriments vers le cerveau et à éliminer les déchets métaboliques cérébraux vers le sang. (2)
Protéger le SNC de l’environnement extra cérébral (y compris les agents pathogènes) [Abbott 	

., 2006 ; Cecchelli 	
 ., 2007 ; Cardoso 	
 ., 2010 ; Obermeir 	
 ., 2013]. (3) Favoriser 
l’infiltration vers le système nerveux de leucocytes lors des réponses immunitaires [Engelhardt et 
Coisne, 2011].
7.3. Anatomie tissulaire 
Les microvaisseaux cérébraux (capillaires et post capillaires) sont tapissés d’un revêtement 
ininterrompu et non fenestré de cellules endothéliales cérébrales, soudées par des jonctions serrées, 
lui conférant une très forte étanchéité paracellulaire. Avec les péricytes, les cellules endothéliales 
reposent sur une lame basale endothéliale de matrice extra cellulaire. Sur cette lame basale 
endothéliale viennent se connecter des cellules gliales de type astrocytes qui génèrent une lame 
basale gliale (*! !!! ), l’ensemble enrobe les microvaisseaux. Au niveau des 
microvaisseaux capillaires, les 2 ensembles sont en contact direct [Cardoso 	
., 2010]. Au niveau 
microvaisseaux post-capillaires, ils bordent un fin espace périvasculaire [Engelhardt et Coisne, 
2011 ; Obermeir 	
., 2013]. Des études réalisées sur des modèles murins de BHE indiquent que 
cet espace périvasculaire contient du LCR et/ou du liquide interstitiel, lequel est drainé vers les 
ensembles sous arachnoïdiens et leptoméningés [William 	
 ., 2001 ; Oreskovic et Klarica, 
2010]. Les cellules vasculaires, gliales et la matrice extracellulaire forment l’unité neurovasculaire 
de la BHE à laquelle viennent se connecter les terminaisons neuronales et des cellules immunitaires 
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périvasculaires ou de la microglie (figure 23) [Abbot 	
., 2006 ; Alvarez 	
., 2013 ; Obermeir 
	
., 2013].
FIGURE 23. Unité neurovasculaire de la barrière hémato encéphalique. 
Au niveau des microvaisseaux cérébraux, les cellules endothéliales microvasculaires forment un 
endothélium continu, non fenestré et scellé par des jonctions serrées. La face abluminale de ces 
cellules endothéliales repose sur une lame basale composée de 3 feuillets de matrice extra cellulaire 
en relation avec des péricytes et contre laquelle vient se connecter des pieds astrocytaires. Au 
niveau des microvaisseaux post-capillaires (veinules), les cellules endothéliales et les astrocytes 
sont séparés par un fin espace périvasculaire rempli de liquide interstitiel ou cérébrospinal. (D’après 
Obermeier 	
., 2013). 
7.3.1. Cellules endothéliales microvasculaires cérébrales
Les principales propriétés de la BHE sont conférées par les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales. Elles se caractérisent par une absence de fenestrations et de pinocytose 
(transcytose aspécifique). Des jonctions serrées spécifiques aux espaces intercellulaires assurent une 
très forte étanchéité paracellulaire et imposent un trafic transcellulaire des molécules. Le degré de  
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fermeture des jonctions est modulé ! les connexions des cellules endothéliales avec les autres 
constituants du complexe neurovasculaire [Abbot 	
., 2006 ; Obermeir 	
., 2013 ; Cardoso 	

., 2010 ; Hamm 	
., 2004 ; Hatherell 	
., 2011]. Ces cellules endothéliales ne constituent 
pas seulement un mur, elles se caractérisent aussi par l’expression membranaire polarisée de 
récepteurs et de transporteurs actifs, qui assurent le passage sélectif des nutriments indispensables 
vers l’espace périvasculaire cérébral et elles éliminent les déchets cérébraux vers le sang [Weksler 
	
., 2005 ; Gosselet 	
., 2008]. Enfin, du fait de la dépendance énergétique de ces transporteurs 
et des contraintes liées aux deux environnements physico-chimiques différents (sang et cerveau), 
une importante activité métabolique est nécessaire et se traduit par un grand nombre de 
mitochondries, qui représentent 8 à 11% du cytoplasme [Oldendorf 	
., 1977].
7.3.2. Les péricytes
Les péricytes s’enroulent autour des microvaisseaux où ils établissent des contacts étroits 
avec les cellules endothéliales. Ces cellules sont contractiles et partagent des propriétés avec les 
muscles lisses des gros vaisseaux, comme la présence d’actine . De façon similaire aux muscles 
lisses, ils peuvent moduler le flux sanguin au niveau des capillaires par vasodilatation ou 
constriction en réponse à une stimulation adrénergique ou cholinergique [Bergers et Song, 2005].
Par ailleurs, les cellules endothéliales peuvent influencer les péricytes et induire une vasodilatation 
par sécrétion de monoxyde d’azote (NO).
Au niveau de l’endothélium microvasculaire cérébral, dont ils recouvrent entre 22 et 32% de 
la surface, les péricytes jouent un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité de la BHE [Bergers 
et Song, 2005 ; Obermeir 	
 ., 2013 ; Cardoso 	
 ., 2010 ; Hatherell 	
 ., 2011]. Ils 
participent à l’entretien de la lame basale endothéliale, à l’induction des jonctions serrées 
endothéliales, et ils protègent la barrière d’une destruction par hypoxie plus efficacement que les 
astrocytes [Al Ahmad 	
 ., 2009]. Les péricytes participeraient également à des mécanismes 
immunitaires en acquérant des phénotypes de pseudo macrophages (pinocytose, phagocytose), de 
cellules présentatrices d’antigènes, et de senseurs de l’intégrité du SNC en collaboration avec la 
microglie [Bergers et Song, 2005]. 
7.3.3. Les lames basales
Les lames basales sont un constituant essentiel de l’intégrité de la BHE. Elles se composent 
de différents éléments matriciels générés par les cellules du complexe neurovasculaire [Abbot 	

., 2006 ; Obermeir 	
 ., 2013 ; Cardoso 	
 ., 2010 ; Alvarez 	
 ., 2013]. Ces éléments 
matriciels comprennent : des protéines de structure (collagène type IV et élastine), des protéines de 
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liaison et de connexion (fibronectine et laminine), des protéoglycanes, des glycoprotéines et des 
récepteurs d’adhésion cellule/matrice.  
- La lame basale endothéliale est composée de laminine 4 et 5, de collagène IV et de 
fibronectines. Elle est produite par les cellules endothéliales et les péricytes, qu’elle 
encercle.
- La lame basale parenchymateuse est composée de lamine 1 et 2. Elle est produite 
par les astrocytes, et forme avec ces derniers la !! !!.
- Au niveau des micro-capillaires, ces 2 lames basales sont accolées l’une à l’autre 
par une 3e couche composée de collagène IV, et respectivement produites par les 
astrocytes et les cellules endothéliales.
La modulation des lames basales (par extension de l’intégrité de la BHE) est assurée par un 
équilibre entre les protéases de la famille des matrices métalloprotéases (MMP) et leurs inhibiteurs, 
les « tissue inhibitor of metalloproteases » (TIMP).
7.3.4. Les astrocytes
Les astrocytes sont des cellules gliales qui émettent des prolongements dont les terminaisons 
– pieds astrocytaires – forment un manchon entourant plus de 90% des microvaisseaux. D’autres 
prolongements astrocytaires s’associent aux axones des neurones voisins, de sorte que les astrocytes 
serviraient d’intermédiaires entre les microvaisseaux et les neurones [Cardoso 	
 ., 2010].
L’induction, la maturation et le maintien des propriétés de la BHE sont réalisés soit par contact 
direct des pieds astrocytaires, soit par induction paracrine ! la sécrétion de facteurs comme 
« Angiopoetin-1 » ou -2 (ANG-1 ou -2), l’angiotensine II, le « basal Fibroblast Growth Factor » 
(bFGF), le « Glial Derived Neurotrophic Factor » (GDNF), le « Transforming Growth Factor- » 
(TGF-), le « vascular endothelial growth factor (VEGF), l’acide rétinoïque (RA), le « sonic 
hedghhog » (shh)  (figure 24) [Abbot 	
., 2006 ; Obermeir 	
., 2013 ; Hatherell 	





FIGURE 24. Maintien des propriétés de la barrière hémato encéphalique par la sécrétion de 
facteurs entre les cellules endothéliales et les astrocytes. 
Abréviations et légendes : Ang-1-2 (angiopoietine 1 et 2), ApoE3-E4 (apolipoproteine E3 et E4), 
AT1 (récepteur angiotensine type 1), CypA (cyclophyline A), ET (endotheline), FGF (fibroblast 
growth factor) GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor), MMP-9 (Matrix 
Metalloproteinase 9), Ptch1 (Patched 1), RA (acide rétinoïque), RARb (RA-recepteur b), Shh 
(Sonic Hedgehog), Smo (Smoothened), SSeCKS (Src suppressed C kinase substrate), TGFb 
(transforming growth factor-b), Tie2 (recepteur tyrosine kinase 2) et VEGF (Vascular endothelial 
growth factor). () activations / inductions, () inhibitions ou régulations négatives. (D’après 
Alvarez 	
., 2013).
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7.3.5. Les neurones
Les relations qu’entretiennent les neurones avec la BHE sont mal connues. Ils entrent en 
contact avec la BHE par le biais des astrocytes ou par contact avec les terminaisons neuronales au 
niveau des cellules endothéliales. Leur rôle serait de moduler les propriétés de la BHE pour réguler 
localement le débit sanguin en réponse à des variations de leur micro environnement [Cardoso 	

., 2010 ; Obermeir 	
., 2013].
7.3.6. Les cellules immunitaires
Différentes cellules immunitaires sont localisées au niveau de la BHE et jouent un rôle de 
sentinelle. Une première ligne de défense est assurée par des macrophages et des cellules 
dendritiques périvasculaires. Localisées entre la glia limitans et l’endothélium cérébral, ces cellules 
forment une population hétérogène et ont des rôles multiples : phagocytose des débris cellulaires, 
détection d’une atteinte neuronale, présentation d’antigènes [Williams 	
 , 2001]. Des études 
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menées chez des rats montrent que ces cellules périvasculaires sont continuellement renouvelées à 
raison de 30% tous les 3 mois en conditions non inflammatoires [Williams 	
 , 2001]. La 
microglie constitue 10% de la population cérébrale. Ce sont des macrophages cérébraux, qui 
assurent un rôle primordial dans la réponse immunitaire du SNC et de la moelle épinière. Ils 
deviennent actifs en réponse à des perturbations physiologiques ou pathologiques et deviennent 
alors des cellules présentatrices d’antigène dont la sécrétion de cytokines pro inflammatoires peut 
moduler l’étanchéité de la BHE. [Aguzzi 	
, 2013]. 
7.4. Les jonctions inter cellulaires 
Les propriétés d’étanchéité paracellulaire de l’endothélium microvasculaire cérébral sont 
déterminées par un complexe de jonctions inter cellulaires comprenant des jonctions serrées et des 
jonctions d’adhérences (figure 25) [Nagy 	
., 1984 ; Stamatovic 	
., 2008 ; 2012 ; Cardoso 	

., 2010]. Ces jonctions sont formées de protéines transmembranaires ou intracellulaires, qui 
interagissent entre elles par des interactions homophiles ou hétérophiles. Les protéines de jonctions 
serrées verrouillent les espaces intercellulaires apicaux aux molécules et aux ions. Cette étanchéité 
peut être expérimentalement mise en évidence   par la mesure de la clairance de composés 
non internalisés par les cellules ou par une haute résistance électrique transendothéliale (TEER) de 
1500-2000  cm²  . Les protéines de jonctions d’adhérence stabilisent les espaces au niveau 
des pôles basolatéraux.
7.4.1. Les protéines de jonctions serrées
- Les claudines forment une famille de 24 membres (claudines 1 à 24) identifiée à partir de 
1998 [Furuse 	
 . 1998]. Ce sont des protéines de 22 kDa à quatre domaines 
transmembranaires, dont les extrémités cytoplasmiques Cter et Nter sont connectées aux 
protéines ZOEF ! $J. Les domaines extracellulaires forment 2 boucles, qui vont 
interagir avec celles d’une claudine adjacente et former un dimère homophile. La 
distribution des 24 types de claudines est dépendante du tissu. Les claudines-2 et 3 
(anciennement 1), 5, 11, 12 et 18 sont exprimées chez les cellules endothéliales cérébrales 
microvasculaires des mammifères. En particulier, ce sont les claudines-3 et 5 
(éventuellement 12) qui établissent les propriétés d’étanchéité de la BHE [Cardoso 	
.,
2010 ; Liebner 	
., 2000 ; Wolburg et Lippoldt, 2002]
- Les occludines sont les premières protéines de jonctions serrées à avoir été identifiées 
[Furuse 	
 ., 1993]. Ces protéines (65 kDa) ont 4 domaines transmembranaires, leurs 
extrémités Cter et Nter cytoplasmiques sont reliées aux protéines ZO. L’occludine ne serrait 
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pas directement impliquée dans la restriction paracellulaire comme la claudine, mais 
régulerait les propriétés de la BHE [Cardoso 	
 ., 2010 ; Stamatovic 	
 ., 2008 ;
Wolburg et Lippoldt 2002].
- Les protéines accessoires telles ZO-1, 2 et 3 appartiennent à la famille des « membran-
associated guanylate kinase-like proteins » (MAGUK). Elles partagent des domaines 
communs : 3 domaines PDZ impliqués dans la liaison aux extrémités Cter des protéines 
transmembranaires [Furuse 	
 ., 1994] ; un domaine SH3 qui lie des protéines de 
signalisation et des éléments du cytosquelette ; un domaine guanylate cyclase. La protéine 
ZO-1 est la plus exprimée dans l’endothélium cérébral microvasculaire [Cardoso 	
 .,
2010 ; Stamatovic 	
., 2008 ; Itoh 	
. 1999].
7.4.2. Les protéines de jonctions d’adhérence
La famille des protéines JAM comprend JAM-1, JAM-2, et JAM-3 (ou A, B et C). Ce sont 
des protéines de 40 kDa de la superfamille des IgG. Ce sont des protéines à un domaine 
transmembranaire, avec des interactions homophiles des domaines extracellulaires. Elles participent 
au maintien des jonctions serrées et, lors de conditions inflammatoires, elles favorisent également la 
migration paracellulaire des leucocytes par leur redistribution au pôle apical [Cardoso 	
., 2010 ;
Stamatovic 	
., 2008 ; 2012 ; Ostermann 	
., 2002]. 
FIGURE 25. Jonctions inter cellulaires 
endothéliales.
Les cellules endothéliales sont connectées les 
unes aux autres par un système complexe de 
jonctions intercellulaires, qui assurent à la fois 
la régularité et l’étanchéité de l’endothélium. 
Au niveau de la région apicale, les espaces 
intercellulaires sont scellés par des jonctions 
serrées formées de protéines 
transmembranaires (claudines, occludines et 
JAM), dont les extrémités cytoplasmiques sont 
reliées au cytosquelette d’actine par des rivets 
moléculaires, les protéines ZO zonula 
occludens  (A). Au dessous des jonctions 
serrées, les espaces intercellulaires sont 





7.4.4. Rôle du cytosquelette d’actine
Le cytosquelette d’actine des cellules endothéliales constitue également un facteur de 
l’intégrité des jonctions serrées. Il est connecté aux protéines transmembranaires de jonctions 
serrées par l’intermédiaire de protéines accessoires qui forment de véritables rivets moléculaires 
[Wolburg et Lippoldt, 2002]. Cette connexion jonctions serrées/cytosquelette participe au 
maintien de l’intégrité structurale et fonctionnelle de la BHE en contribuant aux forces de tensions 
[Stamatovic 	
., 2008]. Une altération du cytosquelette peut contribuer à (ou être la résultante de) 
une dysfonction des jonctions serrées. Un certain nombre de virus, qui infectent les cellules 
endothéliales microvasculaires cérébrales entraînent une perméabilisation de la BHE en partie par la 
destruction ou le détournement du cytosquelette d’actine [Spindler et Hsu, 2012 ; Taylor 	
.,
2012]. 
7.5. Médiation de l’immunité cérébrale 
7.5.1. Immunité du SNC
Le SNC bénéficie d’un relatif privilège immunitaire [Engelhardt et Coisne, 2011]. Il est 
dépourvu de réseau lymphatique et il est relativement imperméable aux cytokines et anticorps 
[Cardoso 	
., 2010]. A l’exception des cellules endothéliales cérébrales, en contact avec le sang, 
les cellules du SNC n’expriment pas de récepteur de classe I du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH). Les récepteurs CMH-II ne sont exprimés qu’en conditions 
inflammatoires par les cellules cérébrales qui ont une fonction de présentatrices d’antigène. Il y a 
une pénétration limitée de monocytes, ! une légère adhérence à la surface des barrières 
endothéliales grâce à une faible expression apicale de sélectines [Williams 	
 , 2001]. Ces 
monocytes vont former la population périvasculaire. Des lymphocytes T mémoires peuvent 
patrouiller dans le LCR et le parenchyme cérébral lors d’infections [Wakim 	
 ., 2010]. Ce 
passage de leucocytes, certes limité, peut être le cheval de Troie de certains pathogènes pour 
atteindre le SNC [Spindler et Hsu, 2012]. Enfin, le SNC dispose de sa propre population 
immunitaire représentée par la microglie [Aguzzi 	
, 2013].
7.5.2. Rôle immunitaire de la BHE
Certaine équipes travaillant sur l’immunité cérébrale, plus particulièrement sur la sclérose en 
plaque (modèle murin d’encéphalomyélite auto-immune), décrivent la BHE comme « un rempart 
médiéval protégeant le donjon cérébral ». Ce mur serait formé sur sa face tournée vers le sang des 
cellules endothéliales cérébrales microvasculaires. Sur sa face cérébrale, ce mur porte la *!
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! et s’ouvre sur l’espace périvasculaire contenant le LCR qui abrite les sentinelles 
représentées par les cellules périvasculaires [Engelhardt et Coisne, 2011].
En condition pathologique, la BHE assure un rôle d’alarme contre une agression, mais aussi 
de plateforme pour la migration des leucocytes. La réaction inflammatoire va induire une 
perméabilisation de la BHE, ainsi qu’une transmigration facilitée des leucocytes (lymphocytes T 
cytotoxiques ou auxiliaires ; cellules présentatrices d’antigènes). Les médiateurs pro inflammatoires 
activent les cellules endothéliales et conduisent à l’augmentation de l’expression apicale de 
protéines d’adhésion leucocytaire : E et P-selectine, ICAM1, VCAM1, JAM, etc. De plus, les 
cellules endothéliales peuvent également sécréter diverses cytokines, notamment IL-1/6 ou TNF.
Un environnement pathologique va également stimuler une production de métalloprotéases de 
matrice (MMP) qui vont fragiliser les lames basales et faciliter la migration des leucocytes [voir § 
7.9. ; Dobbie 	
., 1999 ; Ostermann 	
., 2002 ; Alvarez 	
., 2013]. 
7.5.3. Migration trans-BHE des leucocytes
L’expression des facteurs d’adhérence à la surface des cellules endothéliales permet aux 
leucocytes circulants de s’arrimer et d’initier leur roulement à la surface de l’endothélium 
vasculaire (tethering et rolling). Ce roulement va être ralenti par le gradient de concentration des 
facteurs d’adhérence, notamment ICAM, VCAM et ELAM (E-selectine). Les leucocytes adhérants 
traversent ensuite la barrière endothéliale par voie paracellulaire ou bien par voie transcellulaire 
[Engelhardt et Coisne, 2011 ; Cardoso 	
 ., 2010]. Pour initier leur transmigration, les 
leucocytes émettent des podosomes qui « tâtent » la surface de la cellule endothéliale et repèrent la 
zone de moindre résistance pour former un pore transcellulaire [Carman 	
., 2007 ; Carman et 
Springer, 2008]. Après le franchissement de la barrière endothéliale, les leucocytes rencontrent les 
cellules présentatrices d’antigènes résidentes et préparent la mise en place d’une réponse 
immunitaire adaptative. Les leucocytes infiltrés sécrètent des MMP ciblant les composants 
(laminine 1 et 2) de la *!!!! pour accéder au SNC. 
7.6. Systèmes expérimentaux de BHE 
Il existe différents modèles expérimentaux de BHE :  ou "   et   . Chacun 
présentent des avantages et des inconvénients à prendre en compte selon les objectifs de l’étude 
envisagée [pour revue : Cardoso 	





Ces modèles ont l’avantage d’étudier les propriétés de la BHE dans l’ensemble du cerveau 
mais, outre l’investissement matériel et financier, certains mécanismes spécifiques sont 
difficilement transposables à l’homme. Par exemple, l’étude de la physiopathologie de certains 
pathogènes strictement humains nécessite des modèles animaux rendus permissifs par transgénèse, 
donc potentiellement biaisés. Les modèles animaux sont principalement utilisés dans l’étude du 
métabolisme de la BHE et en pharmacologie, pour tester le passage de principes actifs dans le SNC. 
7.6.2. Modèle humain  

 Ce type de modèle consiste à utiliser des microvaisseaux humains isolés lors d’autopsies ou 
d’excisions chirurgicales. Ce système représente en soit le meilleur modèle humain pour l’étude de 
l’homéostasie et des fonctions de la BHE, ainsi que de la physiopathologie de certaines maladies 




Les modèles   sont majoritaires pour la facilité de leur utilisation et ils sont largement 
accessibles. Ce sont des reconstructions de l’endothélium cérébral par la culture des cellules 
endothéliales microvasculaires sur des membranes microporeuses. Le système complet permet de 
disposer d’un modèle d’étude à 2 compartiments (luminal et abluminal) séparés par le pseudo 
endothélium. Ce modèle peut être optimisé par la co- ou tri-culture d’astrocytes et/ou de péricytes 
qui permettent de se rapprocher davantage des propriétés d’une BHE [Hatherell 	
., 2011]. Des 
systèmes de culture plus complexes permettent également de mimer le flux sanguin, ce qui a pour 
effet d’améliorer la pertinence et la dynamique du modèle [Cucullo 	
 ., 2008] (figure 26). 
Différents types de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales isolées chez l’homme ou chez 
l’animal peuvent être utilisés.  
7.6.3.1. Cellules primaires
Les cellules endothéliales primaires retiennent la plupart des propriétés morphologiques et 
biochimiques qui caractérisent la BHE. Le micro environnement cérébral qui influe sur ces 
propriétés (voir ci-dessus) et l’origine cérébrale d’isolement peuvent être une source de variabilité. 
De plus, malgré des protocoles d’isolement précis, les cellules primaires sont généralement 





Plusieurs lignées de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales immortalisées sont 
disponibles, par exemple HBMEC [Stins 	
 ., 2001] ou hCMEC/D3 [Weksler 	
 ., 2005].
L’immortalisation des cellules est réalisée par transduction de vecteurs introduisant le gène d’une 
télomérase ou de l’antigène T du SV40. L’immortalisation permet une utilisation plus souple et à 
long terme, sous réserve qu’elle soit limitée en nombre de passages.  
A
B
FIGURE 26. Modèles 
	 de barrière hémato encéphalique. 
La majorité des modèles    de barrière hémato encéphalique sont obtenus par culture des 
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales sur des surfaces microporeuses montées sur des 
systèmes d’insert. Le modèle peut être perfectionné par la co- ou tri-cultures des cellules 
endothéliales avec des cellules péricytes et astrocytes (A). (D’après Hatherell 	
 ., 2011). Un 
autre modèle   de barrière hémato encéphalique utilise des faisceaux de fibres poreuses sur 
lesquels sont cultivées les cellules endothéliales. Un flux pulsatile de milieu de culture, mime le 




7.7. La lignée hCMEC/D3 
7.7.1. Développement
Cette lignée cellulaire a été établie dans l’équipe du Dr. Pierre-Olivier Couraud de l’institut 
Cochin [Weksler 	
., 2005]. Les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales proviennent 
d’une zone excisée du lobe temporal d’une femme épileptique au Royaume-Uni. Après élimination 
des méninges et des vaisseaux de surface, le tissu cérébral a subi une digestion enzymatique 
(collagénase/dispase) et les microvaisseaux ont été isolés par centrifugation en gradient de densité. 
Les microvaisseaux ont ensuite subi une seconde digestion enzymatique, puis leurs fragments ont 
été mis en culture dans un milieu sélectif pour cellules endothéliales. Les cellules endothéliales 
microvasculaires cérébrales primaires (hCMEC) isolées furent immortalisées par la double 
transduction de lentivecteurs permettant l’expression de la télomérase hTERT (élongation des 
télomères) et de l’antigène T du virus SV40 (entrée facilitée en mitose). Des populations clonales 
obtenues, le clone D3 présentait les meilleures propriétés : morphologie, croissance, inhibition de 
contact, jonction serrées et expression stable de différents marqueurs moléculaires associés à un 
endothélium cérébral. D’où le nom de lignée hCMEC/D3. 
Ces cellules conservent leur phénotype endothélial cérébral, sans signe de sénescence 
jusqu’à 100 doublements (35 passages) et expriment les marqueurs moléculaires spécifiques de la 
BHE avec la localisation souhaitée. En condition inflammatoire, elles expriment les facteurs 
d’adhérence leucocytaire (ICAM-1, VCAM-1, et MHC-II), ainsi que des récepteurs de chemokines 
(CXCR-1 à -5 et CCR-3 à -6). Ces cellules cultivées à confluence établissent les jonctions serrées 
spécifiques de la BHE, ce qui restreint le passage paracellulaire avec la même efficacité qu’ .
7.7.2. Utilisation
Une recherche bibliographique sur pubmed (NCBI) avec le mot clef hCMEC/D3 renvoie à 
97 résultats de 2013 à 2005 [pour revue Weksler 	
 ., 2013]. La lignée hCMEC/D3 est 
fréquemment utilisée comme modèle   pour des études sur la physiologie, le métabolisme, 
l’immunologie, et la pharmacologie associée à la BHE [*. Cucullo 	
., 2008 ; Hatherell 	
.,
2011]. Elles sont également utilisées comme modèle d’étude du franchissement de la BHE par 
certains pathogènes : *, &   ) ! [Sabiiti et May, 2012], 0! $)!!
[Jambou 	




7.8. Franchissement de la BHE par les agents pathogènes 
De nombreux agents pathogènes ont été décrits pour franchir ou affecter  la BHE, bactéries, 
champignons ou agents parasitaires – !  ,   7, !  & *,
& #! # ,  #! )$, 1!  )F!,   
 !, !$$! !#!, &!  !,  ! !$, &    ) !,
!*$, 7 !#*$ ), Toxoplasmes – [Combes 	
., 2012 ; Bencurova 	

., 2011]. Différents virus peuvent affecter l’intégrité de la BHE : HSV-1, HIV-1, HTLV-1, virus 
de l’encéphalite japonaise, LCMV, virus de la Rage, SIV, virus de Theiler, virus de la Rougeole, 
virus West Nile [Combes 	
., 2012 ; Spindler et Hsu, 2012]. Les altérations de la BHE sont liées 
au franchissement (HIV-1, HTLV-1, virus West Nile, virus Rougeole) ou aux atteintes 
occasionnées par l’infection cérébrale (virus de la Rage, HSV). Elles sont causées par l’activation 
de MMP, l’altération de l’expression des protéines de jonctions serrées, la destruction des cellules 
ou la réponse immunitaire. 
7.8.1. Processus viraux du franchissement de la BHE
7.8.1.1. Franchissement par transcytose
Ce processus a été montré pour le virus West Nile, qui peut franchir   l’endothélium 
cérébral, sans en affecter l’intégrité, en utilisant un transport transmembranaire associé aux radeaux 
lipidiques (figure 27) [Hasebe 	
., 2010]. 
7.8.1.2. Mécanisme du cheval de Troie
Typiquement associé au virus HIV-1 et aux virus leucotropes, ce processus repose sur 
l’infection d’un ou plusieurs types de leucocytes qui sont amenés à franchir la BHE. L’atteinte 
cérébrale par le HIV-1 débute dès les premiers stades de la virémie. Au sein du SNC, les cibles 
primaires du HIV-1 sont les cellules immunitaires résidentes : macrophages et microglie. La 
réponse immunitaire cérébrale permet une élimination du virus. Mais cet état d’alerte de la BHE et 
du SNC, ! la sécrétion de cytokines et de facteurs chemoattractants, va entraîner un afflux de 
leucocytes (certains infectés), qui vont entretenir l’infection (figure 27) [Persidsky et Poluektova, 
2006 ; Yadav et Collman, 2009].
7.8.1.3. Infection de l’endothélium microvasculaire cérébral
Les virus peuvent franchir la BHE, en infectant les cellules de l’unité neurovasculaire. Des 




 ., 2009], HTLV-1 [Afonso 	
 ., 2008], HIV-1 [Liu 	
 ., 2002]. Le virus de la 
Rougeole présente un mélange de traits : cheval de Troie et infection. Des lymphocytes T infectés 
par le virus de la rougeole présentent une forte expression d’intégrines (LFA-1 et VLA-4), ce qui se 
traduit par une adhérence trop forte à la surface des cellules endothéliales. Les lymphocytes infectés 
sont incapables de migrer à travers la barrière endothéliale, mais permettent au virus de la rougeole 
d’infecter les cellules endothéliales plus efficacement, ! des contacts directs entre cellules (figure 
27) [Dittmar 	
., 2008]. 
FIGURE 27. Différentes stratégies de franchissement de la barrière hémato encéphalique par 
des agents pathogènes. 
Le récepteur adrénergique b2 (B2r) et le récepteur de chemokine CCR5, sont donnés à titre 
d'exemples, plusieurs autres récepteurs sont connus pour servir à l’invasion du système nerveux 
central (SNC). Abréviations: M, monocytes-macrophages, MP, microparticules. (D’après 
Combes 	
., 2012)
7.8.2. Hypothèse d’un franchissement de la BHE par les EVs
Depuis l’étude princeps de Yang 	
., 1997 (voir § 6.5.2.) très peu de travaux et avec peu 
de génotypes, ont été réalisés pour valider l’hypothèse du franchissement de la BHE par les EVs. 
Un modèle   d’endothélium humain microvasculaire cérébral établi avec la lignée HBMEC 
[Stins 	
., 2001] peut être infecté par le PV-1 et le CV-B3 [Bozym 	
., 2010 ; Coyne 	
.,
2007 ; 2011]. Ces études montrent que le récepteur PVR est nécessaire pour que les cellules 
HBMEC soient infectées par le PV-1, de même avec le récepteur CAR et le co-récepteur DAF pour 
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le CV-B3. La fixation des virus à leurs récepteurs provoque une cascade de signalisations intra 
cellulaire permettant leur internalisation. La fixation du CV-B3 induit une signalisation et une 
internalisation similaire à celle initiée lors de l’infection de cellules endothéliales primaires 
aortiques, mais elle est différente de celle induite lors de l’infection de cellules épithéliales Caco-2 
(voir § 3.1.2.)  [Bozym 	
 ., 2010]. Ces résultats indiquent une pluralité de mécanismes 
d’infection par ce virus en fonction du type cellulaire, mais aussi une conservation des mécanismes 
infectieux au sein des cellules endothéliales de différents tissus. Cette conservation permettrait à un 
même génotype EV d’atteindre différents tissus cibles ! une infection depuis le sang de la barrière 
endothéliale limitrophe. 
7.9. Le tropisme des entérovirus pour les tissus endothéliaux 
Comme pour le SNC, les cellules parenchymateuses des tissus sont rarement en contact 
direct avec la circulation sanguine. Ceci implique que l’infection de ces tissus par les EVs circulants 
résulterait au préalable d’un contournement ou d’une infection des barrières endothéliales tapissant 
les vaisseaux afférents. Paradoxalement, il existe peu d’études   sur un tropisme  global des 
EVs pour les tissus endothéliaux et son implication dans l’atteinte parenchymateuse sous-jacente. 
7.9.1. Cellules endothéliales vasculaires de cœur, de poumon, de foie 
En 1990, une étude réalisée par Huber 	
 a montré que l’infection de tissus endothéliaux 
spécifiques chez la souris permettait une sélection du tropisme du CV-B3. La souche de référence 
du CV-B3 (Nancy) était inoculée par voie intra péritonéale à une souris DBA/2 adulte. Après 7 
jours, la souris était sacrifiée et des suspensions virales étaient obtenues séparément du cœur, du 
foie et du poumon. Puis ces différents isolats étaient mis en contact avec des cultures de cellules 
endothéliales vasculaires de cœur, de foie et de poumon isolées de souriceau nouveaux nés 
BALB/c ; ou bien inoculés à des souriceaux par injection intra péritonéale. Les résultats ont montré 
que la sensibilité des cellules endothéliales des différents tissus était reliée au tissu qui avait servi à 
isoler le virus. Par exemple, les cellules endothéliales du cœur présentaient une plus forte sensibilité 
aux virus isolés du cœur, par rapport à ceux isolés du foie ou du poumon. Par extension, les souris 
inoculées par ces mêmes isolats cardiaques de CV-B3 présentaient un score de myocardite plus 
élevée. Ces travaux suggèrent que la souche virale constitue un facteur déterminant du tropisme 
viral, mais aussi que l’infection de cellules endothéliales spécifiques d’un tissu permet d’orienter le 




7.9.2. Cellules endothéliales humaines primaires de la veine du cordon 
ombilical (HUVEC)
Les cellules primaires HUVEC sont le principal modèle utilisé dans l’étude du tropisme des 
EVs pour les cellules endothéliales. En 1980, une étude a montré leur sensibilité au PV-1 [Mac
Gregor 	
 ., 1980]. Par la suite, le spectre de sensibilité des cellules HUVEC a été étendu à 
d’autres génotypes : E-9, E-12 et CV-B3 [Kirkpatrick 	
., 1984] ; CV-B1 à 6, CV-A9, CV-A13, 
echovirus types 1, 6, 7, 11, 25, 30 et 32 [Conaldi 	
., 1997 ; Saijets 	
., 2003 ; Ylipaasto 	

., 2010] ; EV-D94, D70 et D68 [Smura 	
 ., 2010]. L’infection des cellules HUVEC par les 
EVs provoque une expression membranaire accrue des protéines de recrutement des leucocytes (E-
Selectine et ICAM-I) et une plus forte adhérence des granulocytes à la surface des tapis 
endothéliaux infectés. Ces études de sensibilité montrent également des différences infectieuses 
entre génotypes. Les infections par les CV-B1 à 6 ne sont pas associées à un ECP notable [Conaldi
	
., 1997 ; Saijets 	
., 2003], elles peuvent persister au moins 3 mois, affectent 4 à 6% des 
cellules lors de la phase aiguë, et seulement 1 à 2% pendant la phase persistante [Conaldi 	
.,
1997]. 
7.9.3. Lignées immortalisées de cellules endothéliales humaines 
microvasculaires de derme (HDMEC)
Les cellules HDMEC présentent une sensibilité pour les CV-B3, 4 et 5, et l’EV-A71 
[Zanone 	
 ., 2003 ; Liang 	
 ., 2004]. Comme pour les cellules HUVEC, les infections 
associées aux CV-B se traduisent par une absence d’ECP et un caractère persistant [Zanone 	
.,
2003]. Les cellules infectées présentent également une expression membranaire accrue des 
protéines de recrutement leucocytaires ICAM-I et VCAM-I, une plus forte adhérence des 
granulocytes et une sécrétion de cytokines pro inflammatoires IL-6, IL-8, TNF, et de facteurs 
chemo attractants. 
7.9.4. Cellules endothéliales primaires humaines aortiques (HAEC)
Une étude a montré que le CV-B3 peut infecter des cellules endothéliales primaires 





OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE 
Etat des lieux de la bibliographie 
Les entérovirus humains se caractérisent par leur résistance dans l’environnement liée à 
l’absence d’enveloppe et par leur grande variabilité génétique. Ils se transmettent par voie fécale-
orale et respiratoire (contacts avec des personnes, objets ou aérosols contaminés) au sein de 
communautés denses et/ou fermées (crèche, écoles, maison). Les manifestations cliniques les plus 
graves mais rares sont la conséquence d’infections cérébrales (par exemple paralysie flasque, 
encéphalite). L’expression clinique la plus fréquente réalise le tableau d’une méningite aiguë 
spontanément résolutive. Il n’existe ni traitement spécifique ni vaccin, hormis la vaccination anti 
poliomyélitique protégeant contre les trois types de poliovirus. Les processus pathogéniques des 
infections à EV sont complexes car ces virus se multiplient dans de nombreux sites (oropharynx, 
épithélium de l’intestin grêle et tissus lymphoïdes associés) et le rôle de la virémie dans la 
dissémination chez un même individu est mal connu. Les évènements conduisant à  l'entrée des EVs 
dans le système nerveux central, l’importance de la charge virale dans le liquide céphalorachidien 
(LCR) et sa corrélation éventuelle avec l’intensité du processus inflammatoire réactionnel restent 
mal explorés. 
PLAN EXPERIMENTAL 
Etude de  la charge virale EV chez les patients présentant une méningite 
Dans une première approche    de la pathogénie des méningites à EV, nous avons 
réalisé l’étude prospective de la charge virale dans le LCR et du génotype viral pendant la phase 
aiguë de l’infection clinique pour les comparer aux paramètres cliniques et biologiques des patients 
de quatre populations : nouveau-né, nourrisson, enfant et adulte. 
Pour réaliser ces travaux, nous avons d’abord validé une technique de RT-PCR quantitative 
(RT-qPCR) incluant un contrôle interne pour quantifier les EVs dans des prélèvements biologiques 
(sang, LCR) ou des surnageants de culture. Puis nous avons utilisé cette technique pour déterminer 
les charges virales dans le LCR. Les différents résultats cliniques, biologiques, et virologiques ont 
été analysés statistiquement.
Les résultats attendus étaient : (1) l’identification des paramètres biologiques et virologiques 
expliquant l’intensité de la charge virale retrouvée dans le LCR. (2) L’identification de facteurs de 
sévérité d’une infection neuro-méningée : âge des patients ou caractéristiques génétiques du virus. 
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Interaction des entérovirus avec un modèle cellulaire de barrière hémato encéphalique 
La seconde partie des travaux était d’étudier le mode de franchissement de la barrière hémato 
encéphalique par les EVs. Bien que cette voie d’entrée des EVs dans le système nerveux central soit 
abondamment citée dans la littérature, les processus mis en jeu restent peu connus, notamment au 
regard de la diversité des EVs.
Pour modéliser    la barrière hémato encéphalique, nous avons utilisé la lignée de 
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales (hCMEC/D3). Afin d’avoir un large aperçu de la 
permissivité des cellules par rapport à la diversité des EVs, nous avons opté pour une stratégie de 
criblage d’un grand nombre de souches sélectionnées selon des caractéristiques phylogénétiques et 
représentant différents génotypes. L’aspect innovant de cette recherche est la prise en compte des 
EVs dans toute leur diversité pour analyser le processus de franchissement de la barrière hémato 
encéphalique, dans la perspective de mieux cerner les atteintes cérébrales.  
Les résultats attendus étaient : (1) La validation de la lignée cellulaire hCMEC/D3 comme 
modèle d’étude du franchissement de la barrière hémato encéphalique par un large éventail d’EVs. 
(2) L’identification de points communs et de divergences entre les EVs au sein d’un même système 
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Toutes les lignées cellulaires ont été incubées dans une étuve à 37°C, avec une atmosphère humide 
à 5% de CO2. 
 La lignée cellulaire endothéliale cérébrale microvasculaire humaine hCMEC/D3 [Weksler
	
 ., 2005] a été mise à la disposition du laboratoire sous licence de l’Inserm (Dr. P.O. 
Couraud, Paris). Les cellules hCMEC/D3 ont été cultivées dans le milieu de base EBM-2 
(Lonza) supplémenté avec 1% de pénicilline-streptomycine (PAA), 5% de sérum de veau 
fœtal (PAA), 1% de « Chemically Defined Lipid Concentrate » (Invitrogen), 10 mM 
d’HEPES (PAA), 1,4 μM d’hydrocortisone (Sigma Aldrich), 1,5 μg×ml-1 d’acide ascorbique 
(Sigma Aldrich) et 200 ng×ml-1 de « basal fibroblast growth factor » (Sigma Aldrich).  
 La lignée cellulaire RD est issue d’un  rhabdomyosarcome humain. Les cellules RD ont été 
cultivées dans du milieu de base QUANTUM 263 (PAA) supplémenté avec 1% de 
pénicilline-streptomycine (PAA) et de sérum de veau fœtal (PAA), 4% pour les 
renouvèlements de milieu et 10% pour les passages. 
 La lignée cellulaire KB est dérivée de la lignée humaine HeLa. Les cellules KB ont été 
cultivées dans du milieu de base DMEM (PAA) supplémenté de : 1% de pénicilline-
streptomycine (PAA) et 6% de sérum de veau fœtal (PAA). 
Virus
Une collection de 88 souches d’EVs a été constituée, comprenant 23 souches prototypes et 
65 souches isolées de prélèvements cliniques (LCR, gorge, selles) de patients hospitalisés au CHU 
de Clermont-Ferrand. Les suspensions stocks ont été préparées par culture virale avec les lignées 
cellulaires KB (génotypes CVB) et RD (autres génotypes). Les stocks viraux ont été titrés par la 
méthode des dilutions en point limite et ont été conservés à 20°C. Pour les expérimentations 
réalisées avec les cellules hCMEC/D3, chaque inoculum était préparé de façon à obtenir une 
multiplicité infectieuse (MOI) de 5 par dilution des suspensions virales stocks dans le milieu EBM-
2 sans SVF. Après un double lavage avec du tampon PBS, les tapis cellulaires hCMEC/D3  étaient 
inoculés une heure à 37°C. Après avoir éliminé l’inoculum, les tapis cellulaires étaient lavés 2 fois 
avec du tampon PBS, puis incubés pendant différentes périodes dans du milieu complet EBM-2. 
Etude prospective de la charge virale et du type EV chez les patients 
Cette étude a été approuvée par le comité d’éthique des Centres d’Investigation Clinique de 
l’Inter-Région Rhône-Alpes-Auvergne (IRB 5044). Un total de 156 patients avec une méningite à 
EV (recherche du génome viral dans le LCR) a été inclus dans l'étude. Ils ont été hospitalisés au
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CHU de Clermont-Ferrand entre 2008 et 2012 (n = 133) et dans l'Unité de pédiatrie du centre 
hospitalier de Versailles entre juin et août 2011 (n = 23). La population recrutée comprenait 19 
(12%) nouveau-nés (de  9 - 28 jours, âge médian 21 jours;), 27 (17%) nourrissons (de 30 à 458 
jours, âge médian 40 jours), 57 (37%) enfants (de 2 à 15 ans, âge médian 6 ans), et 53 (34%) adultes 
(de 17 à 57 ans, âge médian 31 ans). Aucun patient ne présentait d’immuno dépression. Les 
recherches bactériologiques et la détection moléculaire d’herpesvirus simplex étaient négatives pour 
tous les patients. Le diagnostic moléculaire des EVs dans le LCR était réalisé, à Clermont-Ferrand, 
à l’aide du kit NucliSENS EasyQR Enterovirus de bioMérieux, et avec le test SmartCycler ®EV de 
Cepheid's Xpert® à Versailles. Tous les échantillons de LCR positifs pour un EV ou leurs extraits 
ARN ont été conservés à -80°C et analysés dans les 8 jours pour déterminer la charge virale.  
La souche d’EV a été typée selon une technique déjà décrite [Mirand 	
 ., 2008]. Le 
génotypage (séquençage du gène 1D codant la protéine de capside VP1) a été réalisé avec les 
extraits ARN des prélèvements de LCR, ou bien d’extraits ARN de prélèvements de sang ou de 
gorge associés.
Les résultats prospectifs de quantification et de génotypage ont été exploités conjointement 
avec (1) les données cliniques du patient, extraites de son dossier d’hospitalisation obtenu auprès 
des différents services hospitaliers et (2) les données biologiques du prélèvement de LCR, extraites 
du dossier informatique du serveur des laboratoires du CHU de Clermont-Ferrand. Les paramètres 
incluaient : l’historique clinique du patient, la date d’hospitalisation, les paramètres cytologiques et 
biochimiques du LCR, et l’intervalle de temps entre l’apparition des premiers symptômes et la 
réalisation de la ponction lombaire. En l’absence de données précises concernant l’heure 
d’apparition des premiers symptômes, les temps 08h00, 14h00, 20h00 et 02h00 ont été fixés 
arbitrairement pour définir respectivement le matin, l’après-midi, le soir et la nuit. Une pléiocytose 
dans le LCR a été définie comme un nombre de leucocytes >19 cellules/mm3 chez les patients dont 
l’âge était  28 jours, et comme un nombre de leucocytes 	10 cellules/mm3 pour les patients plus 
âgés [Kestenbaum 	
., 2010]. La concentration protéique dans le LCR était considérée comme 
normale si elle était  0,9g/l pour les patients dont l’âge était < 30 jour et  0,45g/l pour les autres. 
Amorces et sondes 
Les sondes fluorigéniques TaqMan et les amorces ont été synthétisées par Sigma Aldrich. 
Les amorces EV1 et EV2, et les sondes TaqMan EVPb et ICPb ont été utilisées pour l’amplification 
par RT-PCR multiplex en temps réel des EVs et du contrôle interne compétitif.  
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RT-PCR quantitative en temps réel des génomes EVs 
Les acides nucléiques EV ont été extraits de suspensions virales et de prélèvements de LCR 
(200 μl) à l’aide de l’automate NucliSens®easyMAGTM system (bioMérieux), selon les instructions 
du fournisseur. Les ARNs purifiés étaient élués dans 25 μl d’eau qualité biologie moléculaire et 
conservés à 80°C jusqu’à l’analyse. Un contrôle interne compétitif « maison » (CIC) était ajouté à 
chaque échantillon (10 μl, 200 copies/μl) lors de chaque extraction pour évaluer la qualité des 
étapes d’extraction et d’amplification génique.  
La RT-qPCR en temps réel a été réalisée dans un volume final de 20 μl pour chaque test. 
Cinq μl d’extrait ARN (incluant l’IC) étaient ajoutés à 15 μl d’un tampon réactionnel préparé à 
l’aide de la trousse LightCycler®RNA Master HybProbe kit (Roche). Le mélange réactionnel 
contenait 3,25 mM de Mn(OAc)2 ; 700 nM de chaque amorce EV1 et EV2 ; 200 nM de chaque 
sonde Taqman EVPb et ICPb ; et la solution LC®RNA Master HybProbe (concentration finale 1X). 
Le volume final était ajusté avec de l’eau. Les réactions de transcription inverse et d’amplification 
ont été réalisées avec un thermocycleur Rotor-Gene™ 6000 (Qiagen) en utilisant les conditions
suivantes : 20 minutes à 61°C pour la transcription inverse, 2 minutes à 95°C pour l’activation de 
l’ADN polymérase, et 45 cycles comprenant une étape de dénaturation de 5 secondes à 95°C et une 
étape d’hybridation/élongation de 60 secondes à 60°C. A la fin de chaque étape d’élongation, 
l’intensité de la fluorescence est mesurée par l’automate. 
Etude du franchissement d’un modèle in vitro de BHE par les EVs 
Un modèle    de barrière endothéliale a été constitué en cultivant les cellules 
hCMEC/D3 sur des membranes microporeuses (diamètre des pores, 0.4 μm) enduites de collagène-I 
et montées sur inserts Transwell® 12 puits (Corning). Après avoir ensemencé environ 45.000 
cellules dans les inserts, les cultures étaient incubées dans les conditions décrites ci-dessus ; le 
milieu était changé au bout de 3 jours. La perméabilité paracellulaire de la monocouche confluente 
a été déterminée avec la technique décrite ci-dessous entre 5 et 7 jours après ensemencement. 
Lorsque l’étanchéité requise était atteinte (5 à 7 jours post ensemencement), les monocouches 
étaient inoculées par la face luminale avec des souches différentes d’EVs.  Les surnageants de 
culture ont été prélevés séparément dans les compartiments luminaux et abluminaux à différents 
temps après l’inoculation. Pour chaque temps, l’étanchéité paracellulaire de la monocouche a été 
contrôlée, les cellules et les puits ont été lavés, et le milieu de culture a été renouvelé. Le nombre de 
particules virales infectieuses et de génomes viraux dans les compartiments abluminaux ont été 
respectivement déterminés par titrage en dilution limite et RT-qPCR. 
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Mesure de l’étanchéité paracellulaire du modèle 
	 de BHE 
L’étanchéité paracellulaire du modèle    de BHE a été déterminée en triplicat par la 
mesure du coefficient de perméabilité du fluorophore Lucifer Yellow (LY, Sigma Aldrich). Les 
cellules hCMEC/D3 cultivées sur insert Transwell ont été lavées avec du tampon HBSS (PAA) 
supplémenté avec  1% d’HEPES (PAA) à 10 mM (PAA) et 1% de pyruvate de sodium 1 mM 
(PAA). Une solution du fluorophore LY (50 μM) a été introduite dans le compartiment luminal de 
l’insert. Puis l’insert a été successivement incubé à 37°C pendant 10, 15 et 20 min dans 3 puits 
différents contenant du tampon HBSS supplémenté (compartiment abluminal). La quantité de 
fluorophore ayant filtré par voie paracellulaire à travers l’insert a été déterminée dans chacun des 
compartiments abluminaux ; la quantité résiduelle dans la solution de LY présente dans le 
compartiment luminal du dernier test (45 min) a aussi été déterminée. Des membranes enduites de 
collagène sans cellules ont été utilisées comme témoins négatifs. Tous les échantillons collectés ont 
été analysés dans des plaques 96 puits de surface noire à l’aide d’un fluorimètre (Fluoroskan, 
Thermo Scientific) pour mesurer la fluorescence émise (excitation 425 nm, émission 538 nm) et 
déterminer le coefficient de perméabilité par unité de temps et de surface. 
Tests de viabilité des cellules hCMEC/D3 
Les cellules hCMEC/D3 cultivées sur des plaques 12 puits enduites de collagène ont été 
inoculées avec différentes souches d’EV (n = 15), puis cultivées pendant 24 h à 37°C. Les 
monocouches cellulaires ont ensuite été lavées 2 fois avec du PBS sans Ca²+ and Mg²+, puis 
détachées par une solution enzymatique (¾ Accutase (PAA) et ¼ trypsine/versène (Eurobio)) 
pendant 5 min à 37°C. La solution enzymatique était ensuite neutralisée par l’ajout de milieu EBM-
2 complet. Les cellules détachées ont été collectées et centrifugées pendant 10 minutes à 1000g. La 
viabilité cellulaire a été déterminée à l’aide du kit « Apoptosis necrosis healthy cells » (Promokine), 
selon les instructions fournies. Ce kit cible le marqueur d’apoptose annexine V à l’aide d’un 
anticorps conjugué avec le fluorophore FITC, et les cellules perméabilisées à l’aide d’un colorant 
d’exclusion, éthidium homodimer III. Après marquage, les cellules ont été lavées dans le tampon 
salin fourni avec le kit, et les différentes populations cellulaires ont été dénombrées par cytométrie 
en flux,  BD LSRII instrument (BD Bioscience). Nous avons considéré qu’une cellule était en 
apoptose grâce au marquage par l’annexine V ou en nécrose grâce au double marquage par 
l’annexine V et l’ethidium homodimer III. Un marquage simple à l’ethidium homodimer III 
indiquait un débris cellulaire. Quatre tests de viabilité indépendants ont été réalisés avec environ 
30.000 cellules comptées pour chaque test. 
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Microscopie à fluorescence 
Les cellules hCMEC/D3 cultivées sur des lames de culture en verre 8 puits enduites de 
collagène ont été exposées à 50 souches différentes d’EV, puis à nouveau incubées à 37°C pendant 
6 heures. Les monocouches cellulaires ont ensuite été lavées 2 fois avec du PBS, puis fixées dans 
une solution de paraformaldéhyde à 4%, 5 minutes à température ambiante. Le marquage des 
mitochondries actives était réalisé 1 heure avant la fixation, par l’incubation des cellules avec du 
milieu EBM-2 complet supplémenté avec 50 nM de MitoTracker® Mitochondrion-Selective probe 
M7510 (Invitrogen). Les cellules fixées et lavées avec du tampon PBS ont été perméabilisées à 
l’aide d’une solution contenant 0,5% Triton X100 pendant 10 minutes à température ambiante, puis 
les sites aspécifiques ont été saturés par incubation dans un tampon PBS avec 5% de BSA pendant 
10 min à température ambiante. Les cellules ont ensuite été incubées une nuit à 4°C dans une 
solution d’anticorps primaires monoclonaux de souris, dirigés contre la protéine de capside VP1 des 
EVs (Diagnostic Hybrid). Après 3 lavages extensifs avec du tampon PBS, les cellules ont été 
incubées pendant une heure à 37°C dans une solution d’un anticorps secondaire anti-souris 
conjugué au fluorophore DyeLight 488 (Anticorpsenligne). Pour les cellules dont les mitochondries 
n’étaient pas préalablement marquées, la solution d’anticorps secondaire a été supplémentée de 
phalloïdine-Red (généreusement fournie par le Pr. Arlette Darfeuille-Michaud, UdA) pour réaliser 
un contre marquage des filaments d’actine.  Après 3 lavages extensifs avec du tampon PBS, l’ADN 
nucléaire a été contremarqué avec une solution de Hoechst, pendant 5 minutes à température 
ambiante. Puis les préparations ont été montées entre lame et lamelle avec une solution 
glycérine/PBS (v/v). Les préparations ont été observées avec un microscope à épifluorescence 
Olympus BX41 et avec un microscope confocal LSM510 CarlZeiss MicroImaging Inc, équipé des 
lasers Argon (488 nm), HeNe568 (568nm) et HeNe633 (633nm). 
Microscopie Electronique 
Les cellules hCMEC/D3 cultivées sur insert ont été lavées dans un tampon 0,2 M Na 
cacodylate (pH = 7,4) et fixées une nuit à 4°C dans un tampon 0,2 M Na cacodylate contenant 1,6 
% glutaraldehyde. Les échantillons ont ensuite été lavés 3 fois dans un tampon 0,2 M Na cacodylate 
(pH = 7,4). Une fixation à été réalisée dans du tampon 1% OsO4 - 0,2 M Na cacodylate (pH = 7.4) 
pendant 1 heure, puis les échantillons ont été lavés 3 fois dans un tampon 0,2 M Na cacodylate (pH 
= 7,4). 
 Pour la microscopie électronique à balayage, les échantillons ont été déshydratés dans des 
solutions d’éthanol en gradient croissant. Le point critique de déshydratation des 
échantillons a été atteint avec 2 traitements (10 min) par une solution de 100% éthanol  et 
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hexaméthyldisilasane (1:1). Enfin les échantillons ont été métallisés avec de l’or à l’aide du 
métaliseur JFC-1300 (JEOL), et observés à 5 kV avec un microscope électronique à 
balayage JEOL 6060-LV. 
 Pour la microscopie électronique à transmission, les échantillons ont été déshydratés dans 
des solutions d’éthanol en gradient croissant. Puis ils ont été traités successivement avec des 
préparations de résine EPON dans de l’éthanol à raison de (1 : 2), (1 : 1), et (2 : 1) pendant 1 
heure pour chaque traitement. Les échantillons ont été ensuite inclus dans la résine pendant 
une nuit à température ambiante, puis la résine a été polymérisée pendant 2 jours dans un 
incubateur à 60°C. Des coupes ultra fines (70 nm) de l’échantillon ont été réalisées à l’aide 
de l’ultra microtome UC6 (Leica), puis elles ont subi un traitement par une coloration 
contrastante d’acétate d’uranyle et de citrate de Pb. Le carbone a été évaporé avec 
l’évaporateur CE6500. Les coupes d’échantillons ont ensuite été observées à 80 kV avec un 
microscope électronique à transmission Hitachi H-7650. 
Toutes les préparations d’échantillons de microscopie électronique ont été réalisées au 
Centre d’Imagerie Cellulaire Santé (Faculté de Médecine, Clermont-Ferrand, France). Tous les 
réactifs chimiques utilisés étaient fournis par Electron Microscopy Science (Delta Microscopies). 
Analyses statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Stata, version 12 (StataCorp, 
College Station, TX, USA). Les tests étaient bilatéraux, avec une erreur de type I fixée à  = 0,05.
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Les caractéristiques des patients ont été présentées comme la moyenne ± écart-type (SD) ou 
la médiane (intervalle interquartile, IR) pour chaque groupe d'âge pour les données continues, et 
comme le nombre de patients ou les pourcentages associés pour les données catégorielles. Les 
charges virales en copies de génome par ml ont été converties en log de base 10 pour ces analyses.
Pour les variables catégorielles, les comparaisons entre les groupes ont été analysées avec le 
test du chi-2 ou le test exact de Fisher suivies par une procédure de Marascuilo, et test ANOVA. 
Pour les variables quantitatives, les comparaisons entre les groupes ont été analysées avec le test de 
Kruskal-Wallis (normalité vérifiée par le test de Shapiro-Wilk et l’homoscédasticité par le test de 
Bartlett), suivie par un test de comparaisons multiples post-hoc approprié (Tukey-Kramer ou Dunn). 
Les relations entre les paramètres quantitatifs ont été explorées par des coefficients de corrélation 
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(Pearson ou Spearman). Un modèle de régression linéaire (avec des charges virales EV variables 
dépendantes) a été examiné dans la situation multivariée (backward & forward stepwise) pour les 
facteurs jugés importants en analyse univariée (P < 0,1) et en fonction de paramètres biologiques et 
cliniques pertinents, tel que le nombre de globules rouges, le niveau de protéine dans le LCR et la 
durée des symptômes. Les interactions entre les différents facteurs ont été testées. Les résultats ont 
été exprimés sous forme de coefficients de régression et d'intervalle de confiance de 95% (CI).
Pour étudier les biais éventuels causés par une ponction lombaire traumatique, nous avons 
également ajusté les formules leucocytaires et les concentrations protéiques en soustrayant un 
globule blanc tout les 500 à 1000 globules rouges dans le LCR, et 0,01 g / l de protéines tout les 
1000 globules rouges / mm3. Les résultats obtenus avec les deux méthodes étaient comparables. 

!&!'$+!$() $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Les données quantitatives sont exprimées en moyennes (±écart type). La distribution 
gaussienne des données quantitatives a été vérifiée par le test de Shapiro-Wilk. Les données 
corrélées ont été analysées par des modèles mixtes pour étudier l'évolution des paramètres en tenant 
compte de la variabilité entre et au sein des souches. La normalité de tous les modèles a été étudiée. 
Ces analyses ont été complétées (pour les mesures répétées) par l’analyse de la variance (ANOVA) 
suivie par un test post-hoc de Tukey-Kramer. L'analyse multidimensionnelle (analyse en 
composantes principale dans notre cas) a été menée pour explorer la relation entre plusieurs 
paramètres quantitatifs. Enfin, pour quantifier ces relations, les coefficients de corrélation (Pearson 










Développement d’une méthode moléculaire 
d’analyse et de détection des entérovirus 
Les EVs humains représentent la principale cause de méningite aiguë et sont impliqués dans 
d'autres pathologies cérébrales. La pathogenèse de ces infections reste cependant peu comprise et 
les recherches dans ce domaine bénéficieraient de disposer d'une technique quantitative pour étudier 
la charge virale  . Cette première étude décrit le développement d'une technique de RT-PCR 
quantitative destinée à déterminer la charge virale EV aussi bien dans des prélèvements d’origine 
clinique que d’autres échantillons comme des surnageants de culture. La technique est basée sur une 
RT-PCR en temps réel utilisant des sondes d’hydrolyse TaqMan® et un couple d’amorce 
précédemment décrit [Archimbaud 	
., 2004] ciblant la séquence 5’NC hautement conservée du 
génome des entérovirus humains. L’amplification est réalisée sur RotorgeneTM6000 (Qiagen) à 
l’aide du kit d’amplification LC®RNA Master HybProbe (ROCHE), pour un volume final de 20μl, 
dont 5μl d’échantillon. 
L’optimisation de différents paramètres (température d’hybridation et concentration en 
amorces, en sonde et en réactifs) a été réalisée en testant l’efficacité de l’amplification génique de 
plusieurs points d’une gamme du virus E-25 (1,3105 à 1,3 TCID50). Les concentrations optimales 
des amorces et de la sonde EV sont respectivement de 700 nM et 200 nM. Les conditions 
d’amplification sont : une étape de transcription inverse de 20 min à 61°C, une étape d’activation de 
la Hot Start Taq polymérase de 5 min à 95°C, suivie de 45 cycles d’amplification comprenant une 
étape de dénaturation de 5 s à 95°C et une étape d’hybridation/amplification de 1 min à 60°C. Les 
niveaux de fluorescence sont mesurés à la fin de chaque cycle. 
La sensibilité et la reproductibilité inter et intra essai de la technique ont été déterminées en 
quadriplicat à l’aide d’une gamme étalon de raison 10 d’un standard quantitatif ARN de la séquence 
5’NC des EVs (600.000 à 0,6 copies/μl) et de la gamme d’E-25 (1,3105 à 1,3 TCID50) 
(Publication n°1, Figure 1 et 2). Le standard ARN 5’NC a été obtenu par transcription   
d’un fragment cloné du génome de l’E-30 Bastianni. Les reproductibilités inter et intra essaies de la 
technique ont été respectivement testées et validées en 4 et 5 réplicas des gammes d’E-25 et de 
standard ARN 5’NC (Publication n°1, Table 2). Les coefficients de variation intra essai étaient de 
0,64 à 1,63%. Les coefficients de variation inter essai étaient de 0,92 à 7,76%. Une détection limite 
a été obtenue pour une concentration d’ARN de 6 copies par μl. La détection limite reproductible 
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(100%) a été obtenue à l’aide d’une gamme de raison 2 du standard ARN (60 à 7,5 copies/μl) pour 
une concentration de 15 copies par μl (soit 1875 copies par ml, selon le protocole d’extraction).
La spécificité de la technique a été validée par l’amplification positive de plus de 44 
génotypes différents et l’absence d’amplification pour des virus autre que les entérovirus : 
parechovirus-1, -2 et -3 et des virus représentant les 3 espèces de rhinovirus, y compris à forte 
concentration. De même les autres virus pouvant être fréquemment retrouvés dans des prélèvements 
cérébrospinaux : 
$ $! et 1$! ne sont pas reconnus. 
Un contrôle interne compétitif (CIC) a été synthétisé selon une stratégie inspirée des travaux 
de Naze 	
., 2009. Une séquence cible a été choisie dans le plasmide pBR322 selon les critères 
suivants : (1) absence d’appariements avec les génomes EV et (2) GC% similaire aux cibles EVs. 
Le CIC a aussi été conçu pour que son amplicon ait une taille légèrement supérieure à celle des 
amplicons EV (197  145 pb) afin de pouvoir le distinguer si besoin par électrophorèse en gel 
d’agarose. La séquence cible pBR322 a été amplifiée à l’aide de 2 amorces dont l’extrémité 5’ 
sortante contenait les sites d’hybridation aux amorces EVs (caractère compétitif du CIC) et des sites 
de restriction. L’ADN composite obtenu a ensuite été cloné, validé par séquençage, transcrit 
 . Une sonde TaqMan spécifique du CIC a été élaborée. 
La quantité optimale du CIC à inclure aux prélèvements dès l’étape d’extraction des acides 
nucléiques a été déterminée en réalisant une gamme étalon de raison 10 (200.000 à 2 copies/μl). 
Pour chaque point de la gamme CIC, 10 μl de solution d’ARN CIC ont été ajoutés à 200 μl de LCR 
(détection d’EV négative), puis l’ensemble a été extrait avec l’automate EasyMag (bioMérieux). 
Une amplification génique a été effectuée pour les différents éluas d’acides nucléiques en utilisant 
les conditions décrites ci-dessus. La limite de détection du CIC été établie à 200 copies par 
prélèvement mais nous avons opté pour la quantité de 2000 copies de CIC par prélèvement (soient 
10 μl à 200 copies/μl). L’absence de compétition délétère entre le CIC et l’ARN EV a été vérifiée 
en quadriplicat par la comparaison des cycles seuils (Ct) obtenus lors de l’amplification multiplex 
de la gamme d’E-25 extraite avec ou sans CIC (10 μl à 200 copies/μl). A cette concentration, le 
CIC ne diminue pas la sensibilité de la technique (Publication n°1, Figure 2 et Table 2) et il est 
correctement détecté en 5 réplicats à un Ct constant d’environ 30 cycles, variation de 2,15% 
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Commentaires des travaux 
Une technique de RT-PCR en temps réel pour l’amplification conjointe du génome des EVs 
en présence d’un contrôle interne compétitif a été développée avec succès. Elle est basée sur 
l’amplification multiplex de ces deux matrices ARN dans un même tube au cours d’une même 
réaction d’amplification. Ce système présente l’avantage de limiter le risque de contamination 
croisée et réduit la variation du rendement de la RT-PCR d’un tube à un autre. Le suivi cycle par 
cycle de la réaction d’amplification est réalisé au moyen de sondes fluorimétriques utilisant la 
technologie TaqMan. 
La détection du génome viral est réalisée à l’aide d’un couple d’amorces précédemment 
décrit par notre laboratoire [Archimbaud 	
., 2004], qui cible la séquence 5’ non codante très 
conservée parmi les génomes EV. Les séquences des amorces et de la sonde TaqMan ont été 
établies avec un alignement de 488 séquences de régions 5’NC correspondant à 88 génotypes 
différents parmi les 4 espèces d’entérovirus retrouvés chez l’homme. A un ou deux nucléotides 
mésappariés pour quelques rares souches infra génotypiques, les sites choisis correspondent aux 
séquences les plus conservées au sein de l’alignement. Cette très haute conservation des sites 
d’hybridation limite au maximum un biais inter espèce ou intergénotype. Par ailleurs la taille 
d’amplicon ainsi que le GC% conservé entre les différents génotypes font de cette séquence le site 
le plus optimal pour synthétiser des standards d’ARN de concentrations calibrées. Notre choix s’est 
porté sur la région 5’NC de l’E-30 Bastianni, car ce virus représente un génotype communément 
retrouvé.
Réciproquement, nous avons vérifié la spécificité des amorces et des sondes pour les 
entérovirus humains historiques par une absence d’appariement avec des alignements de séquences 
des 3 espèces (A, B et C) de rhinovirus. L’absence d’amplification détectée pour des cibles autres 
que les entérovirusy compris à forte concentration et en présence de CIC, valide la spécificité de 
notre technique. Enfin, les performances de la technique quantitative ont été validées avec les 
Contrôles de Qualité Moléculaire Européens (EU-QCMD) de 2009 à 2013. 
Le seuil de détection de la technique était de 6 copies par μl et le seuil de quantification 
reproductible à 15 copies par μl, soit 1875 copies/ml de LCR (volume d’éluât). La sensibilité de 
notre technique est équivalente à celles rapportées dans d’autres études : 3800 copies/ml de 
standards d’ARN de CV-B3 [Dierssen 	
 ., 2008] ou 3500 copies/ml de standards d’ARN de 
poliovirus type 1/Mahoney [Monpoeho 	
., 2002].  Les valeurs quantitatives déterminées pour 
les échantillons du contrôle de qualité européen entérovirus/parechovirus se situent dans la 
moyenne des valeurs rendues avec les techniques quantitatives d’autres participants.
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A la différence de nombreuses autres techniques de quantification moléculaire, notre 
technique dispose d’un ARN contrôle interne compétitif (CIC). Ce CIC est inclus dès l’étape 
d’extraction des acides nucléiques à une concentration ajustée. L’amplification du CIC permet la 
détection d’inhibiteurs et valide la qualité des différentes étapes de l’analyse. Notre choix s’est 
porté sur la synthèse d’un contrôle interne compétitif, car il présente l’avantage d’avoir une 
efficacité d’amplification liée à celle de la cible EV dont il partage les amorces.  Le CIC est utilisé à 
la plus faible concentration amplifiable, reproductible et non inhibitrice pour se placer dans les 
conditions optimales. Nous avons déterminé cette concentration à 200 copies/μl (2000 copies par 
extraction). Aucune compétition significative n’a été notée entre le CIC et une cible EV. Une limite 
cependant existe pour notre CIC sous sa forme actuelle. Comme c’est un ARN libre en solution, il 
est sensible et peut se dégrader à la suite de fréquents cycles de congélation décongélation. Notre 
expérience montre que ce risque reste limité à condition de respecter certaines règles de stockages. 
L’encapsidation du CIC permettrait de limiter davantage le risque tout en mimant une particule 
virale.
FIGURE 28. Principe d’amplification des contrôles internes  la cible dans une PCR en temps réel basée sur 
des sondes d’hydrolyses (TaqMan™).  
(A) Fragment génomique de la cible amplifiée par RT-PCR. (B) Fragment génomique d’un contrôle interne compétitif 
amplifié par RT-PCR, même couple d’amorces mais sonde différente de la cible. (C) Fragment génomique d’un 
contrôle interne non compétitif amplifié par RT-PCR, amorces et sonde différente de la cible. 
Abréviations : S, amorce sens ; AS, amorce antisens. Légende : le rond noir représente le quencher non fluorescent de la 







Etude de  la charge virale entérovirus chez les 
patients présentant une méningite 
Dans un contexte clinique évocateur, le diagnostic de certitude d’une atteinte méningée ou 
cérébrale repose sur la détection qualitative générique du génome des EVs dans le LCR. 
L’identification précoce du génotype de l’EV impliqué dans l’infection est importante pour détecter 
les variants épidémiques et elle représente un outil indispensable dans la prise en charge des 
patients présentant une infection à EV-A71. La charge virale n’a pas été étudiée comparativement 
pour différents génotypes d’EVs malgré l’intérêt de mieux comprendre la physiopathologie des 
infections neuro-méningées causées par ces virus. Dans une première approche de la pathogénie des 
méningites à EV, nous avons initié la première étude prospective de la charge virale dans le LCR 
pendant la phase aiguë de l’infection clinique en utilisant la technique RT-qPCR développée 
auparavant. Cette étude stratifiée sur l’âge des patients (adultes, enfants, nourrissons, nouveau-nés) 
a été réalisée de manière continue sur une période de 5 ans.
Cette étude chez les patients hospitalisés présentant une méningite à EV a été approuvée par 
le Comité d’Ethique des Centres d’Investigation Clinique de l’Inter-Région Rhône-Alpes-
Auvergne, France (IRB 5044). Nous avons analysé les LCR de 202 patients hospitalisés à l'hôpital 
universitaire de Clermont-Ferrand (n=179 ; 1er janvier 2008  31 décembre 2012) et à l'Unité de 
pédiatrie de l'hôpital de Versailles (n=23 ; juin  août 2011). Au total 156 patients ont été inclus 
dans l'étude statistique ; 46 furent exclus parce que la charge virale était inférieure au seuil de 
quantification de la technique. Les souches d'EV ont été prospectivement génotypées par 
séquençage des gènes codant les protéines de capside VP1 et/ou VP4/VP2 selon la technique décrite 
par Mirand et al. [2008].  
La population d’étude était la suivante : 19 (12%) nouveau-nés (âge médian de 21 jours; 
intervalle 928 jours), 27 (17%) nourrissons (40 jours; 30458 jours), 57 (37%) enfants (6 ans ; 
215 ans), et 53 (34%) des adultes (31 ans; 1757 ans). Deux génotypes EV (E-30 et E-6) ont 
majoritairement infecté les adultes et les enfants au cours de 2 flambées épidémiques en 2009 et 
2011. Les nourrissons et les nouveau-nés ont été infectés par une dizaine de génotypes différents 
d’incidence relativement similaires.  
L’analyse statistique a comparé les charges virales EV avec des paramètres biologiques 
(nombre de leucocytes dans le LCR, protéinorachie), des paramètres cliniques (les symptômes, et 
l‘intervalle de temps entre le début des symptômes et la ponction lombaire dans le LCR) et des 
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paramètres virologiques (génotype des EVs). Les principaux résultats de cette étude sont les 
suivants :
- La charge virale était corrélée avec l’âge des patients, plus particulièrement elle est plus 
élevée chez les nouveau-nés par rapport aux nourrissons et aux enfants, mais pas par 
rapport aux adultes (Publication n°2, Figure 1A). Une charge virale plus importante 
était également corrélée à une pléiocytose et une protéinorachie plus élevées dans le 
LCR (Publication n°2, Figure 1B).
- L’absence de leucocytes dans le LCR était corrélée à une ponction lombaire réalisée très 
précocement après les premiers signes cliniques (fièvre) chez les nouveau-nés et les 
nourrissons (Publication n°2, Figure 2). Cependant, aucune relation ne fut trouvée entre 
la précocité de la ponction lombaire à l’admission et la charge virale. 
- Aucune relation statistique n’a pu être établie entre la charge virale EV et la présence des 
symptômes méningées : fièvre, raideur de nuque et céphalées. 
- La charge virale était corrélée au génotype d’EV. Ce point constitue l’aspect le plus 
original de cette étude. Les génotypes E-30 et CVB sont reliés à des charges virales plus 
élevées, par rapport aux génotypes E-6 et E-11 (Publication n°2, Figure 3). Une 
analyse phylogénétique de ces différents génotypes indique qu’ils appartiennent tous à 
des variants génotypiques ayant émergé quelques années avant leur dissémination dans 
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L’originalité de notre travail tient au nombre de patients (n = 156), à la présence des quatre 
classes d’âge (nouveau-né, nourrisson, enfant, adulte) et à l’aspect prospectif de l’étude. Le résultat 
innovant est l’existence d’une corrélation entre la charge virale EV et les 7 génotypes majoritaires 
retrouvés. Les deux limites principales de l’étude sont les suivantes.
(1) Compte tenu du nombre élevé de génotypes responsables des méningites, on peut se 
demander si les résultats concernant 7 d’entre eux sont représentatifs. Une étude de plus grande 
ampleur serait nécessaire pour répondre à cette interrogation. On peut noter que dans notre étude les 
deux charges virales liées aux infections à EV-A71, génotype considéré comme l’un des plus 
neurotropes, sont élevées (5,68 et 7,05 log10 copies/ml).  
(2) La deuxième limite a été révélée par l’étude phylogénétique. Celle-ci montre que chaque 
génotype a été représenté en réalité par un variant phylogénétique pendant la période d’étude. Ceci 
amène la question suivante : les charges virales déterminées sont-elles représentatives du génotype 
ou du variant représenté lors de l’étude ? Les données obtenues pour l’E-6 sont en faveur de la 
seconde possibilité. Le variant épidémique d’E-6 (variant 2011) est lié à des charges virales plus 
faibles non seulement par rapport aux autres génotypes d’EV mais aussi par rapport à 2 souches 
d’E-6 qui appartiennent à un autre variant. L’analyse de la région 5’NC des génomes E-6 n’a révélé 
aucun mésappariement des amorces et de la sonde, et la taille des amplicons et du GC% ont les 
valeurs attendues. Ceci élimine un biais d’amplification et suggère l’hypothèse d’une corrélation 
entre la charge virale dans le LCR et le profil infra génotypique des E-6. Ce dernier point est 
détaillé dans la dernière partie de la thèse (cf. page 175). 
Une autre question est l’intérêt clinique de la charge EV dans le LCR ? Au regard de 
certaines atteintes cérébrales, une méningite à EV est une infection rapidement limitée par les 
réponses immunitaires et déterminer la charge virale ne présente pas d’intérêt diagnostique. Les 
méningites constituent un modèle d’étude de l’atteinte du système nerveux central et déterminer la 
charge virale est nécessaire pour identifier les processus physiopathologiques. Déterminer la charge 
virale dans le LCR lors du diagnostic des infections néonatales pourrait cependant avoir un intérêt, 
car les infections à EV chez les nouveau-nés peuvent être sévères et à l’origine de séquelles [Abzug 
	
., 2013]. Notre étude et les travaux de Kawashima 	
., [2008] montrent que les nouveau-nés 
présentent des charges virales plus élevées que d’autres classes d’âge de sorte que nous ne pouvons 
pas d’exclure un facteur lié à l’âge.
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La charge virale EV dans le LCR prend toute son importance lors d’infections cérébrales 
sévères et chroniques (patients immunodéprimés ou agammaglobulinémiques) [Bailly 	
 .,
2000b ;Archimbaud 	
., 2003]. Par ailleurs, déterminer la charge virale dans le sang permettrait 
de suivre l’évolution de l’infection au cours du temps lorsque des traitements génériques sont 
institués. Enfin, les recherches et le développement d’antiviraux spécifiques (*. EV-A71) 
bénéficieraient de pouvoir déterminer les charges virales dans le LCR pour évaluer l’efficacité de 
ces traitements lors d’essais cliniques. 
Au cours de notre étude prospective, nous avons exclu 46 patients, chez lesquels la charge 
virale était en dessous de la limite de quantification reproductible (1875 copies/ml). Nous avons 
recherché les points communs entre ces patients dont les charges virales étaient faibles. Le principal 
facteur commun est le génotype du virus : l’E-6 variant 2011 représente 39% de l’effectif et l’E-30, 
11%. Les prélèvements de LCR ne contenaient pas d’inhibiteur et l’analyse comparée des 
séquences de la région 5’NC des E-6 ne fait pas apparaître de mésappariements avec les amorces et 
les sondes utilisées. A noter que le génotype n’a pas pu être identifié chez 25% des patients et les 
causes n’ont pas pu être déterminées.  
L’implication de facteurs autres que le virus est également à prendre en compte. Lorsque 
l’on compare les 46 patients au groupe des 156 patients inclus dans l’étude, nous n’avons pas trouvé 
de différence parmi les tranches d’âges. Il n’y a pas non plus de différence dans le nombre de 
leucocytes dans le LCR, dans l’intervalle de temps entre le début des symptômes et la ponction 
lombaire, dans le délai technique entre la ponction lombaire et l’arrivée du prélèvement dans le 
laboratoire ou bien encore le temps d’analyse et de rendu des résultats. Il apparaît une différence 
significative de la protéinorachie (p=.03). Les patients exclus de l’étude à cause de charges virales 
trop faibles présentent des concentrations protéiques dans le LCR moins élevées : 62% d’entre eux 
ont des valeurs normales (contre 48% pour l’autre groupe). Dans la littérature, deux explications 
sont avancées pour expliquer une élévation de la protéinorachie dans le LCR.  
(1) Une perméabilisation des la barrière hémato encéphalique [Oreskovic et Klarica, 2010]. 
Il est possible que cette perméabilisation soit moindre chez certains patients, pendant le processus 
inflammatoire neuro-méningé. Cette hypothèse implique implicitement un rôle direct ou indirect de 
la barrière hémato encéphalique dans l’infiltration du virus dans le LCR.
(2) Le LCR est produit quotidiennement à raison de 500 à 1200 ml et il est renouvelé en 
moyenne toutes les 6 à 8 heures [Sakka 	
 ., 2011]. Au cours d’atteintes infectieuses, le 
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Interaction des entérovirus avec un modèle 
cellulaire de barrière hémato-encéphalique 
La majorité des génotypes EVs peuvent être associés à des infections neurologiques, pour autant 
leur caractère neurotrope reste mal défini et les processus d’entrée dans le SNC peu connus. Dans 
ces travaux, nous avons exploré l’hypothèse de la translocation des EVs vers le SNC ! un 
processus de franchissement de la barrière hémato encéphalique. Ce travail se fonde sur 
l’observation que les atteintes méningées des EVs sont liées à la présence du virus dans le sang 
(données du laboratoire obtenues au cours de la thèse) et sur la notion ancienne de la virémie 
dans les infections à EVs [Sabin, 1956 ; Bodian, 1955]. Pour cette étude exploratoire, nous avons 
utilisé la lignée endothéliale microvasculaire cérébrale hCMEC/D3 comme modèle   
d’endothélium cérébral microvasculaire humaine [Weksler et al., 2005]. La stratégie analytique a 
été subdivisée en 3 parties complémentaires afin de répondre aux questions suivantes : Quels virus ? 
Quelles conséquences ? Quels mécanismes ?
Du fait de la diversité des EVs et du grand nombre de génotypes associés à des atteintes 
neuro-méningées, nous avons opté pour une stratégie d’étude privilégiant des tests généraux pour 
un grand nombre d’EVs au lieu de nous focaliser sur une souche particulière et d’en disséquer toute 
la mécanistique moléculaire (Manuscrit, Figure S1). A cette fin, 88 souches d’EVs (44 génotypes 
différents, majoritairement EV-B) ont été sélectionnées par une analyse phylogénétique. Nous 
avons choisi une souche par génogroupe de chaque génotype disponible. Toutes les souches ont été 
testées sur les cellules hCMEC/D3 à une multiplicité infectieuse (MOI) uniforme de 5 pour 
l’ensemble des expérimentations. Cette MOI a été choisie afin que chaque cellule puisse être 
statistiquement infectée, sans pour autant les saturer. Dans la même optique, les tests ont tous été 
conduits sur des cellules hCMEC/D3 dont le nombre de passages était compris entre 30 et 34 afin 
de maintenir leurs propriétés de cellules endothéliales microvasculaires cérébrales. Les principaux 
résultats de cette étude sont décrits ci-dessous. 
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 Permissivité des cellules hCMEC/D3 non polarisées pour une large gamme d’EVs
La permissivité des cellules hCMEC/D3 (non polarisées), c'est-à-dire les caractéristiques qui 
les rendent aptes à une infection et à maintenir le cycle viral jusqu’à la production de virus 
infectieux a été mise en évidence par plusieurs méthodes transversales (Manuscrit, Figure S1).
(1) Les quantités de génomes et de particules virales infectieuses ont été déterminées 24h 
après le début de l’infection (tests en duplicats) et les valeurs normalisées par rapport à la densité de 
cellules inoculées. Les deux quantités sont comprises entre 3,07 à 3,06 log10 particules virales par 
cellule et 1,42 à 6,08 log10 copies de génomes viraux par cellule et elles sont positivement 
corrélées (Spearman’s rho 77%, p-value <0.001) (Manuscrit, Figure 1A). Des cinétiques de 
production d’ARN viraux réalisées pour quelques souches représentatives ont permis de valider ces 
résultats (Manuscrit, Figure 1B).
(2) La proportion de cellules infectées par différents EVs a été déterminée en triplicat par 
immunofluorescence après 6h d’infection. Le temps de 6h a été choisi sur la base des résultats des 
cinétiques de multiplication virale pour observer les caractéristiques de l’infection initiale en amont 
de la production de virus $   tout en garantissant une sensibilité suffisante pour la détection des 
cellules primo infectées lors de l’inoculation. Nos résultats indiquent que la lignée hCMEC/D3 
présente une permissivité à un large éventail de génotypes d’EV, mais il existe une grande 
hétérogénéité selon les souches (Manuscrit, Figure 1C).
(3) Enfin nous avons cherché à caractériser de façon qualitative et quantitative la mortalité 
cellulaire induite par 15 souches d’EV, choisies d’après l’intensité des ECP observés à 24h. Nos 
résultats indiquent un engagement de l’apoptose et de la nécrose avec une grande hétérogénéité 
entre les souches. L’EV-A71 est le seul virus à ne pas induire un taux de mortalité cellulaire 
significativement supérieur à 9,6% mesuré pour les cellules témoins (Manuscrit, Figure 1D).
L’hétérogénéité des résultats selon les souches accroît la difficulté d’une interprétation 
globale par type d’EV. Cependant, comme  les variables étudiées présentent toutes le même 
dénominateur commun à savoir la cellule hCMEC/D3, il est possible de les comparer dans une 
analyse statistique multidimensionnelle. Cette analyse permet de représenter la disposition des 
souches d’EV les unes par rapport aux autres, en fonction du poids exercé par les différentes 
variables au sein d’un espace graphique (Manuscrit, Figure 2 et S2). Nos résultats indiquent que 
les cellules hCMEC/D3 présentent un degré de permissivité différent pour les EVs en fonction de 
caractéristiques infra génotypiques qui restent à déterminer. A partir de ce résultat, nous avons pu 
sélectionner différentes souches représentatives pour poursuivre l’étude. 
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 Franchissement d’un pseudo endothélium par les EVs 
Pour étudier la réplication des EVs dans un modèle    de barrière endothéliale 
cérébrale, les cellules hCMEC/D3 ont été cultivées sur une membrane micro poreuse (Transwell®) 
jusqu’à obtenir une monocouche polarisée et étanche (Manuscrit, Figure S3). Cette dernière sépare 
un espace luminal (représentant le compartiment sanguin) et un espace abluminal (définissant 
l’espace périvasculaire). Après 5 à 7 jours de culture, la multiplication virale dans les barrières 
endothéliales a été testée pour 10 souches d’EV, après inoculation par la face luminale. La 
réplication et la sortie de virus infectieux par les faces luminale et abluminale des barrières ont été 
analysées par RT-qPCR et titrage dans les surnageants renouvelés périodiquement. En parallèle, 
l'intégrité structurale et l'étanchéité des barrières endothéliales ont été analysées par microscopie 
électronique à balayage et la mesure de la vitesse de clairance d’un fluorophore (Lucifer Yellow).
Deux profils différents ont été mis en évidence. 
Profil 1. Les barrières endothéliales présentent une infection rapide et lytique par les E-6, E-
11, E-30 et E-12 ; l’infection est liée à un taux de mortalité cellulaire significativement élevé par 
apoptose et nécrose (Manuscrit, Figures 3A à 3D).
Profil 2. Une infection limitée et prolongée (au moins 96h) des barrières endothéliales par 
les EV-A71, CV-A5, CV-B3 et CV-B5 sans perte d’intégrité (EV-A71, Manuscrit, Figures 3E et 
3F ;  CV-A5 et CV-B5, Figure S5).
Concernant les CV-B, les résultats sont encore préliminaires. Un bilan global des 10 souches 
testées est présenté dans le tableau ci-dessous. 
 Altérations intracellulaires  
Dans un troisième temps, nous nous intéressé aux altérations intra cellulaires présentées par 
les cellules hCMEC/D3 infectées en utilisant différentes techniques de microscopie. Malgré toute la 
diversité des profils d’infection observés dans les analyses précédentes, les cellules présentent des 
caractéristiques communes pour tous les virus testés. Les observations en microscopie confocale 
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(16 souches) et électronique (4 souches) ont montré : une induction de vésicules tendant à 
s’organiser en structures évocatrices d'usines virales (Manuscrit, Figures 5 et 6), une perte du 
cytosquelette d'actine (Manuscrit, Figure 7) et une relocalisation des mitochondries dans un espace 
périnucléaire (Manuscrit, Figure 8).
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Commentaires des travaux 
Le choix de la lignée endothéliale microvasculaire cérébrale hCMEC/D3 a été guidé par sa 
très large utilisation comme modèle    de barrière endothéliale cérébrale [Weksler et al., 
2013]. Elle est utilisée dans des études portant sur la physiologie ou le métabolisme de la BHE, des 
travaux liés à l’immunité et aux réponses pharmacologiques impliquant la BHE [* : Cucullo et al., 
2008 ; Hatherell et al., 2011]. La lignée est aussi utilisée pour étudier les réponses aux infections 
par des agents pathogènes [Sabiiti et May, 2012 ; Jambou et al., 2010 ; Huang et al., 2008]. 
Notre premier objectif a été de tester la permissivité de la lignée hCMEC/D3 vis-à-vis des 
EVs pour examiner la translocation des virus entre les deux compartiments d’une barrière 
endothéliale, consécutivement à l’infection des cellules. Nous avons comparé 88 souches d’EVs de 
44 génotypes représentant les 4 espèces virales. Cette stratégie volontairement exploratoire avait 
pour but d’apporter une première réponse sur les effets de la diversité des EVs humains et leurs 
propriétés à être disséminés au SNC. Les souches (prototypes et cliniques) ont été sélectionnées 
selon des critères phylogénétiques et épidémiologiques. Nous avons inclus des souches des 
génotypes importants sur un plan épidémiologique, par exemple : E-6, E-11, E-30 pour les 
méningites aiguës et EV-A71 pour les encéphalites associées au syndrome pied-main-bouche. 
Différents génotypes de CVB ont aussi été inclus pour les infections néonatales. Des souches de 
génotypes moins fréquents ont aussi été analysées. Pour certains génotypes, nous avons inclus des 
souches de différents génogroupes pour représenter la diversité intra génotypique.
Les résultats amènent trois commentaires principaux. 
(1) La quantité de virus produite en 24h indique une grande hétérogénéité entre les souches 
d’EVs et a permis de remarquer qu’il existe une corrélation forte entre la concentration de génomes 
et celle des particules virales infectieuses (77% ; p<.001). Un écart moyen d’un facteur 1000 existe 
entre les concentrations de génomes et de particules. Les variations de cet écart entre les souches 
peuvent être le reflet : de génomes non encapsidés ou défectifs, de l’agrégation des particules 
virales, des particules virales non infectieuses et de la variabilité plus importante liée au titrage viral 
(manuel) par rapport à la détection génomique semi-automatisée. 
(2)  Il existe une forte dépendance de l’efficacité de l’infection (déterminée par 
immunomarquage des cellules infectées 6 heures après l’inoculation) selon les souches : la 
proportion de cellules infectées varie de quelques cellules à plus de 50%. Cet effet peut être observé 
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pour des souches de même génotype qui utilisent, selon toute vraisemblance, les mêmes récepteurs 
membranaires. Bien que les proportions de cellules infectées soient corrélées à la mortalité 
cellulaire viro-induite, la proportion de cellules infectées telle que nous l’avons mesurée doit être 
relativisée car elle reflète uniquement l’expression et la maturation de la protéine de capside VP1. 
Ces résultats mériteraient d’être complétés par d’autres marqueurs viraux, protéines non structurales 
et ARN négatif (ou bicaténaire) généré lors de l’étape de réplication. 
(3) L’hétérogénéité entre les souches d’un même génotype a été confirmée par les 
différences entre les taux de mortalité cellulaire à 24h déterminés par cytométrie en flux. Les 
résultats concernant les proportions variables de cellules nécrotiques et apoptotiques mises en 
évidence parmi les souches ouvrent une voie d’étude qui mérite d’être approfondie. Des 
observations en microscopie confocale (données non présentées) indiquent un engagement de 
l’apoptose dépendante des caspases (caspase 3), ! la voie intrinsèque (caspase 9) ou extrinsèque 
(caspase 8). Ces résultats pourraient être complétés en analysant comment et à quels stades 
l’apoptose est bloquée au cours de l’infection et si les variations observées relèvent de différences 
entre les souches, les génogroupes ou les génotypes d’EV. 
L’étude réalisée n’aborde pas un aspect crucial de l’infection, à savoir l’entrée du virus dans 
la cellule. Un criblage de l’expression des récepteurs utilisés par les EVs (par exemple en utilisant 
conjointement les techniques de Western Blot et de microscopie confocale) permettrait de 
déterminer les génotypes susceptibles d’infecter les cellules hCMEC/D3 et de mieux cerner 
l’hétérogénéité de la proportion de cellules infectées. On ne peut pas exclure l’hypothèse que 
l’hétérogénéité des profils d’infection soit liée à la transformation des cellules hCMEC/D3. Cette 
hypothèse pourrait être étudiée en utilisant des cellules endothéliales cérébrales primaires. 
Notre second objectif a été de tester la translocation virale à travers un modèle de barrière 
endothéliale cérébrale. La barrière endothéliale obtenue en cultivant les cellules hCMEC/D3 à la 
surface d’une membrane microporeuse a été validée en microscopie électronique par la présence de 
jonctions serrées, en microscopie électronique à balayage et par les mesures de la perméabilité 
paracellulaire. Les variations mises en évidence entre le groupe des virus rapidement lytiques et 
l’EV-A71 ne peuvent pas être imputées à des variations dans la barrière elle-même.  
Les génotypes E-30, E-6, E-11 et E-12 présentent des caractéristiques similaires. 
L’augmentation de la perméabilité paracellulaire des barrières infectées par ces virus est la 
conséquence directe de la proportion élevée de cellules qui entrent en apoptose et en nécrose en 
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moins de 24 heures, ce qui conduit à une libération importante de virus infectieux dans les 
compartiments luminaux et abluminaux. Un point intéressant ressort de l’analyse de cette libération. 
Dans l'étape précoce de l’infection jusqu’à 6 h, nous observons une forte libération abluminale de 
génome viral, 10000 fois plus élevée que la quantité des particules infectieuses. L’absence de 
modification de la perméabilité exclue un passage paracellulaire du virus présent dans le 
compartiment luminal. De plus, cet écart entre les quantités de génomes et de virus diminue par la 
suite. Nous avançons l’hypothèse que les premières étapes de l'infection sont associées à une 
libération abluminale de génomes viraux non encapsidés ou de particules virales non infectieuses. A 
l'appui de cette observation, des travaux antérieurs sur l’entrée des CV-B3 et PV-1 dans des cellules 
microvasculaires cérébrales polarisés démontrent que l'endocytose dépendante de la cavéoline-1 et 
2 est initiée pour internaliser les particules virales [Bozym et al., 2010 ; Coyne et al., 2007]. Mais 
la caveoline-1 est également utilisée dans des mécanismes de transcytose [Cardoso et al., 2010].
Ainsi, nous pouvons émettre l'hypothèse d’une libération prématurée des génomes viraux par un 
mécanisme de transcytose endothéliale viro-induite.  
Les barrières endothéliales infectées par les souches des génotypes CVB, EV-A71 et CV-A5 
présentent un profil nettement différent car leur perméabilité n'est pas affectée par l’infection virale. 
Ce profil peut être la conséquence du nombre limité de cellules infectées. Le virus infectieux est 
libéré dans les compartiments luminaux et abluminaux avec un pic à 24 h. Puis, cette libération 
diminue significativement par la suite, mais reste détectable au moins jusqu’à 96 h. Un profil 
identique a été obtenu pour l’EV-A71 en réalisant les inoculations à une multiplicité infectieuse de 
100. Ces résultats permettent de conclure que ce deuxième groupe de virus induit une réplication 
faible mais prolongée, sans rupture de la barrière et que l’infection présente un type persistant. 
Les limites principales de cette étude sont de trois ordres. Limite technique tout d’abord, la 
mesure de la perméabilité paracellulaire par la clairance d’un fluorophore présente des contraintes 
inhérentes à son protocole : prélèvement des surnageants, lavages multiples des cellules... Ces 
contraintes rendent impossible un suivi précis des variations de la perméabilité au cours de 
l’infection virale et des études à plus grande échelle. La mesure de la résistance électrique 
transendothéliale, plus souple et rapide permettrait d’analyser les modifications de la barrière 
endothéliale. Limite méthodologique ensuite concernant l’infection par l’EV-A71. Nous montrons 
une réplication prolongée du génome dans la barrière endothéliale intacte mais nous n’avons pas 
contrôlé l’évolution du nombre total des cellules au cours de l’infection. Par ailleurs, le nombre 
apparemment limité de cellules infectées est basé sur la détection de la protéine de capside VP1. 
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Déterminer le nombre de cellules qui répliquent effectivement le génome viral est un point 
important à clarifier. Enfin, nous mettons en évidence une translocation des EVs consécutive à une 
inoculation par la face luminale, mais la réciproque est-elle vrai ? Quelques tests préliminaires ont 
été réalisés et justifieraient une analyse de cet aspect. 
Le troisième objectif concernait l’étude des caractéristiques intra cellulaires générales des 
cellules infectées par des techniques de microscopie. Les cellules infectées par des souches de 
génotypes comme E-6, E-30 et E-12 présentent les caractéristiques typiques d'une infection par un 
picornavirus. Les noyaux sont déformés, condensés et repoussés en périphérie de la cellule. Un 
remodelage membranaire massif se produit pour former des structures multivésiculaires à simple ou 
double membrane, organisées en amas condensés. Des agrégats de capsides virales sont situés entre 
les vésicules et les mitochondries sont regroupées près de l’amas multivésiculaire. En revanche, les 
cellules infectées par l’EV-A71 présentent un certain nombre de différences structurales : les 
noyaux ne sont pas modifiés et les vésicules viro-induites ont une plus grande taille, une forme 
ronde, régulière et une structure multilamellaire.  
Les effets cytotoxiques intracellulaires induits par 16 génotypes d’EV ont été explorés par 
microscopie confocale. Les cellules infectées présentent des profils communs à tous les génotypes 
et coïncident avec la synthèse active de protéines virales près du noyau. On note une 
dépolymérisation précoce de l'actine, qui pourrait être associée à l’élévation de la perméabilité 
paracellulaire. On constate aussi une réorganisation du réseau des mitochondries dans la zone 
périnucléaire.
En conclusion, deux groupes de virus ont été caractérisés lors de ce criblage. Les 
caractéristiques communes aux deux groupes concernent les aspects généraux de l’infection virale : 
dépolymérisation du réseau d'actine, relocalisation des mitochondries fonctionnelles à proximité des 
amas multivésiculaires.  
Le premier groupe comprend les virus cytocides causant la mort des cellules par nécrose et 
apoptose. Les barrières de cellules hCMEC/D3 sont rapidement infectées par les souches de ce 
groupe et produisent du virus infectieux. L’infection se traduit par une modification de la 
perméabilité de la barrière en 24 heures.  
Le second groupe comprend des souches faiblement infectieuses par la voie apicale et peu 
cytotoxiques. Ces virus dont l’EV-A71 provoquent une infection prolongée d’un nombre restreint 
de cellules mais n’entrainent pas une altération profonde de la structure des barrières endothéliales 
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Les processus pathogéniques des infections à EV sont complexes parce que ces virus se multiplient 
séquentiellement et/ou simultanément dans plusieurs tissus (épithélium de l’oropharynx et de 
l’intestin grêle, tissus lymphoïdes associés). L’existence d’une virémie au cours des infections à 
EVs est connue depuis longtemps mais son rôle dans la dissémination intra individuelle du virus est 
mal connu. L'entrée des EVs dans le SNC, l’importance quantitative de la charge virale dans le 
LCR et sa corrélation éventuelle avec l’intensité de la réponse inflammatoire sont peu étudiées.  
Une étude prospective de la charge virale dans le LCR pendant la phase aiguë de l’infection 
clinique a constitué notre première approche pour mieux caractériser la pathogénie des méningites à 
EV. Dans une seconde approche, nous avons étudié les modalités d’infection et le franchissement 
par les EVs d’un modèle d’endothélium cérébral établi avec la lignée cellulaire endothéliale 
microvasculaire hCMEC/D3 d’origine humaine. Les aspects des infections neuro-méningées à EVs 
abordés dans cette thèse, concernent donc deux niveaux très différents : l’infection    à une 
échelle intra individuelle et l’infection    dans un type cellulaire précis. Bien que les deux 
études soient complémentaires, leurs résultats ne peuvent être rapprochés qu’avec prudence. 
Pathogénie des méningites aiguës et caractéristiques génétiques des entérovirus 
L’étude d’une population de 156 patients hospitalisés ayant présenté une méningite aiguë 
entre janvier 2008 et décembre 2012 révèle un ensemble de 24 génotypes d’EV. La grande diversité 
des EVs pendant une période relativement longue n’est pas surprenante puisque plusieurs génotypes 
co-circulent pendant la même année, à l’échelle d’un pays comme la France. L’originalité de l’étude 
est la mise en évidence pour la première fois, d’une relation entre la charge virale dans le LCR et le 
génotype du virus responsable de la méningite. Par exemple, les génotypes E-30 et CVB sont reliés 
à des charges virales plus élevées, comparativement aux génotypes E-6 et E-11. Une erreur serait de 
considérer que les différences de charges virales sont uniquement liées à des caractéristiques 
génotypiques. En fait, ces différences pourraient refléter des caractéristiques infra génotypiques, 
rattachées au génogroupe. La connaissance précise de la phylogénie des EVs a permis de remarquer 
que les souches d’E-6 responsables des méningites en 2011, constituent un variant distinctement 
différent des lignées qui ont circulé auparavant. Un scénario identique s’est reproduit en 2012 avec 
l’E-11, ce qui ne peut pas être la conséquence du hasard. Un troisième argument en faveur d’un lien 
entre la charge virale et le génogroupe concerne la moins grande hétérogénéité des charges virales 
reliées à l’E-30 et le fait que ce soit la même lignée qui circule depuis 2005 (données du 
laboratoire). Compte tenu de la diversité des génogroupes d’EV responsables d’épidémies de 
méningites aiguës, seule une étude collaborative à une plus grande échelle permettrait de diversifier 
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l’échantillonnage et de préciser les différents aspects reliant la phylogénie des EVs et leurs 
caractéristiques pathogéniques.
D’autres caractéristiques moins spécifiques sont à prendre en compte, comme le suggère un 
autre résultat de notre étude. Nous montrons en effet que les patients ont une charge virale et une 
pléiocytose plus élevées lorsqu’ils présentent une méningite à CVB. Ceci nous conduit à 
l’hypothèse que chez ces patients la charge virale proviendrait des lymphocytes infectés, car les 
CVB ont un lymphotropisme marqué [Matteuci et al., 1985 ; Mena et al., 1999]. A noter qu’au 
cours de cette étude, nous avons aussi déterminé la charge virale dans le sang, plus précisément 
dans le plasma pour une partie des patients. Ceci indique que lors de la virémie, une partie au moins 
du virus est retrouvée en suspension dans la fraction plasmatique.
Cette hypothèse du cheval de Troie lymphocytaire est plutôt en accord avec les résultats de 
notre étude   qui montrent la faible multiplication des CVB dans les cellules hCMEC/D3. Il 
est possible que l’infection des cellules endothéliales soit plus efficace ! des lymphocytes infectés 
que par des CVB libres car leur récepteur CAR est localisé dans les jonctions serrées. Ces 
différentes hypothèses pourront être explorées   à l’aide du modèle de BHE [Weksler et al., 
2005 ; 2013], en étudiant la transmigration de lymphocytes infectés et ses conséquences en terme de 
perméabilité paracellulaire et d’efficacité de l’infection la barrière endothéliale.  
Atteintes de la BHE lors des infections à entérovirus 
Peut-on détecter des atteintes de la BHE avec les données obtenues chez les patients ? 
L’élévation de la protéinorachie dans le LCR pourrait être un indicateur d’une perméabilisation de 
la BHE [Oreskovic et Klarica, 2010] mais elle peut aussi être la conséquence d’une réduction du 
débit du LCR, ce qui provoquerait une accumulation transitoire des protéines [Reiber, 2003]. La 
réponse inflammatoire à l’infection virale peut aussi être la cause de l’élévation de la concentration 
des protéines du LCR. Lors de conditions pathologiques, l’endothélium microvasculaire cérébral 
sécrète diverses cytokines (IL-1 et IL-6 ou TNF), des métalloprotéases de la matrice (MMP) qui 
vont fragiliser les lames basales et faciliter la migration des leucocytes [Dobbie 	
 ., 1999 ; 
Ostermann 	
 ., 2002 ; Alvarez 	
 ., 2013]. Il est possible que cette réaction immunitaire 
endothéliale soit reliée à la cytotoxicité de l’EV. Les cytokines pro-inflammatoires présentes dans le 
LCR au cours des méningites à E-30 sont IL-6, IL-8 et IFN-
 au cours de la phase aiguë de 
l’infection, puis sont remplacées par les cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-1 [Sato 	
.,
2000]. Une étude réalisée sur un petit nombre de patients indique un pic transitoire d’IL-6 dans le 
LCR, qui diminue lorsque la charge virale augmente [Kawashima 	
 ., 2008]. Les aspects 
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inflammatoires constituent une perspective importante à notre travail. L’analyse quantitative des 
cytokines et des leucocytes dans le LCR en relation avec la charge virale permettrait de cerner 
l’origine du virus.
Franchissement de l’endothélium microvasculaire cérébral par les entérovirus 
Nous montrons que les cellules d’une barrière endothéliale formée  avec les cellules 
hCMEC/D3 sont infectées de façon productive par plusieurs EVs et que l’infection se traduit par la 
diffusion des virus au-delà de la barrière endothéliale. Deux types de franchissement ont été 
observés et sont liés à des conséquences diamétralement différentes sur l’intégrité de la barrière. 
L’infection par des EVs cytocides se traduit par une modification de l’étanchéité de la barrière en 
24 heures, puis sa destruction. A l’opposée, l’infection par des EVs peu cytotoxiques n’entraîne 
aucun effet sur la perméabilité bien que la multiplication virale se poursuive à faible rendement 
pendant au moins 96 heures. Un aspect important est que les EVs particulièrement cytotoxiques 
regroupent des génotypes fréquemment impliqués dans des syndromes méningés (E-30, E-6, E-11) 
et les EVs peu cytotoxiques regroupent des génotypes neurotropes pouvant être associés à des 
atteintes profondes du SNC (EV-A71 et CVB). Existerait-il un lien inverse entre la cytotoxicité des 
EVs pour l’endothélium microvasculaire ou même un autre site à proximité du parenchyme cérébral 
et le type des atteintes observées : méningite, méningo-encéphalite, encéphalite ? Sans ignorer 
toutes les limites que ce rapprochement peut avoir, les données de l’étude de la charge virale dans le 
LCR iraient dans le sens de cette hypothèse. Contrairement à l’E-30, l’E-6 variant 2011 est lié à une 
charge virale particulièrement faible, pourtant ces deux virus ont été à l’origine d’épidémies de 
méningites en France, dont les caractéristiques cliniques étaient similaires. Nous montrons que les 
caractéristiques cytocides de l’E-6 sont équivalentes voire plus marquées que celles de l’E-30. 
Un autre prolongement de l’étude   du franchissement de l’endothélium cérébral par les 
EVs consiste à étudier la permissivité des cellules hCMEC en présence des autres types cellulaires 
qui constituent l’unité neurovasculaire par co-culture de cellules. Les péricytes et les astrocytes 
participent à l’établissement des jonctions serrées endothéliales et au maintien de l’intégrité de 
l’endothélium [Abbot et al., 2006 ; Obermeir et al., 2013 ; Cardoso et al., 2010 ; Hamm et al., 
2004 ; Hatherell et al., 2011]. De plus, les pieds astrocytaires qui forment un manchon autour de 
l’endothélium microvasculaire pourraient constituer une seconde barrière. Dans cette hypothèse, on 
peut penser que la barrière astrocytaire puisse limiter la diffusion des EVs au niveau des espaces 
périvasculaires, de sorte que les particules virales seraient drainées par le liquide interstitiel vers les 
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espaces sous arachnoïdiens. Des atteintes plus profondes du SNC pourraient se produire si cette 
barrière astrocytaire peut être infectée ou si des particules virales peuvent diffuser au-delà. A noter 
que la sensibilité de 3 lignées d’astrocytes humains a été montré   pour les génotypes CV-B3 
et EV-A71, ainsi que le CV-A9 [Kung et al., 2007 ; Zhang et al., 2013].
 Les perspectives de cette étude peuvent également être envisagées à une échelle plus large. 
En effet, de nombreux génotypes d’EVs présentent un tropisme pour d’autres types de tissus 
endothéliaux. Cellules HUVEC [Conaldi et al., 1997 ; Saijets et al., 2003 ; Ylipaasto et al., 
2010], endothélium cardiaque [Huber et al., 1990], endothélium dermal [Zanone et al., 2003 ; 
Liang et al., 2004]. En ajoutant à cette liste l’endothélium microvasculaire cérébral, une 
intéressante perspective consiste à comparer la permissivité de cellules endothéliales primaires de 
différentes origines tissulaires avec des souches cliniques d’EVs. Des différences dans leurs profils 
« endothéliotropes » apporterait des éléments clefs pour expliquer la pathologie retrouvée. 
Caractéristiques de l’infection des cellules hCMEC/D3 et relations avec le pouvoir 
pathogène des entérovirus 
Les cellules hCMEC/D3 peuvent être infectées par un grand nombre d’EVs de différents 
génotypes. Les effets cytotoxiques de 88 souches d’EVs issus de différents génogroupes parmi 44 
génotypes ont été évalués. A notre connaissance c’est le plus grand échantillon d’EVs jamais testé 
sur des cellules endothéliales. Ceci constitue d’ailleurs la force et la faiblesse de cette étude. Le 
point fort étant que l’on peut se placer au niveau de la diversité des EVs. L’inconvénient est que nos 
résultats sont descriptifs, et n’autorisent, pour le moment, que des extrapolations sur les mécanismes 
moléculaires sous jacents aux processus infectieux.  
 Différents éléments liés à la fois à l’hôte et au virus peuvent être mis en avant pour 
expliquer la diversité des atteintes cellulaires observées. La sensibilité des cellules peut varier selon 
le génotype en fonction des récepteurs membranaires utilisés par le virus. Les EVs ! leurs 
protéines de capside utilisent une large gamme de récepteurs. Par ailleurs, l’usage de co-récepteurs 
particuliers (CD55, intégrines V3 ou V6) peut potentialiser l’entrée du virus. Des 
modifications post traductionnelles du récepteurs peuvent aussi modifier son affinité avec des 
variants viraux d’un même génotype [Mistry et al., 2011 ; Nishimura et al., 2010]. Lorsque la 
cellule est infectée, elle dispose de plusieurs moyens de défense antivirale et les EVs présentent la 
souplesse génétique suffisante pour perturber voire inhiber ces processus cellulaires ! leurs 
protéines non structurales, protéases en particulier. Une compétition se met en place à l’échelle intra 
cellulaire et trouve une résolution paroxystique sous la forme de l’effet cytopathique [Agol, 2012]. 
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Des expériences avec les cellules Hela infectées par le mengovirus (autre picornavirus) montrent 
qu’un « désarmement mutuel » ! une inhibition de l’apoptose et une mutation défective de la 
protéine virale L permet une amélioration significative de la survie cellulaire, sans pour autant 
abolir la réplication virale [Mikitas et al., 2012].
Un autre aspect de cette étude, révélé par la combinaison de différentes techniques de 
microscopie, a montré les caractéristiques intra cellulaires communes de l’infection par les EVs. 
Nos observations en microscopie électronique à balayage confirment l’induction de l’apoptose et de 
la nécrose lors de l’infection des cellules hCMEC/D3, et révèlent la présence de brèches dans les 
barrières endothéliales  , y compris pour l’EV-A71. Pour ce virus, l’absence de destruction 
notable de la barrière, est liée à la faible proportion des cellules dans lesquelles l’infection est 
productive. Dans les cellules endothéliales, la dynamique des protéines de jonctions serrées est en 
partie lié au réseau du cytosquelette d’actine [Spindler et Hsu, 2012; Stamatovic et al., 2008]. Nos 
observations en microscopie confocale indiquent sa destruction de manière concomitante avec la 
détection précoce de la protéine virale VP1, dès 4h d’infection pour des cellules infectées par E-30, 
E-12 ou EV-A69. Une étude réalisée avec des cellules épithéliales Caco-2 polarisées, montre une 
destruction similaire du réseau d’actine dès 4h d’infection par une souche d’E-11 [Sobo et al., 
2012].
Un autre profil intra cellulaire commun, mais jamais rapporté pour un EV, est une 
relocalisation des mitochondries actives à proximité de la zone où se concentre le matériel 
vésiculaire (usine virale) issu de la réorganisation des membranes intra cytoplasmiques. Des profils 
sensiblement similaires ont été rapportés pour 2 virus à ADN : le virus de l’hépatite B et l’ASFV 
(African swine fever virus) [Kim et al., 2007 ; Castello et al., 2009 ; Rojo et al., 1998]. Le rôle de 
la relocalisation mitochondriale viro-induite n’est pas connu et ouvre différentes perspectives. Le 
regroupement des mitochondries à proximité de l’usine virale pourrait suggérer un couplage de la 
synthèse d’ATP avec la réplication virale, ou bien un mécanisme cellulaire de résistance au stress. 
Enfin nos observations par microscopie électronique à transmission ont révélé pour la 
première fois, des éléments de l’ultrastructure de cellules endothéliales infectées par les génotypes 
E-30, E-6, E-12 et EV-A71. Nous retrouvons au sein de ces cellules le profil typique d’une 
infection par un picornavirus, caractérisé par le remodelage membranaire massif en multiples 
vésicules structurées. De subtiles différences ultrastructurales sont observées entre les génotypes 
testés. Les cellules infectées par les E-6, E-30 et E-12 présentent une nette dilatation du réticulum 
endoplasmique rugueux, des déformations caractéristiques du noyau plus ou moins marquées en 
fonction du génotype, ainsi qu’une fuite du matériel nucléaire à travers des perforations. Aucune de 
ces caractéristiques n’est observée dans les cellules infectées par l’EV- A71. Parallèlement, les 
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structures vésiculaires viro-induites ne présentent pas la même morphologie. Pour les E-6, E-30 et 
E-12, les vésicules à membrane simple ou double sont compactées dans un ou plusieurs ensembles 
évoquant une éponge. Ceux-ci sont regroupés vers le noyau pour les E-6 et E-30, et plutôt en 
périphérie de la cellule pour l’E-12. Des structures tubulaires présentant une invagination positive 
des membranes ont aussi été remarquées. Cette morphologie générale est en accord avec des 
travaux conduits sur l’ultrastructure de ces ensembles vésiculaires au sein de cellules infectées par 
le PV-1 et le CV-B3 [Belov et al., 2012; Limpens et al., 2011]. Les structures vésiculaires dans les 
cellules infectées par l’EV-A71 présentent un aspect clairement différent par leur structure 
multilamellaire et leur caractère extensif dans la cellule.  
Une perspective à ces résultats serait d’identifier les mécanismes impliqués dans la formation 
des vésicules. Il a été proposé que l’autophagie soit un des effecteurs de cette réorganisation 
cytoplasmique. L’observation de vacuoles autophagiques et de nombreux autolysosomes de grande 
taille dans les cellules hCMEC/D3 infectées, est en accord avec cette hypothèse. Le marquage du 
facteur autophagique LC3-II permettrait de valider l’autophagie comme un mécanisme viro-induit 
dans les cellules hCMEC/D3 infectées par les EVs. L’induction d’un processus autophagique a été 
rapporté dans des cellules infectées par les PV-1, CV-B et EV-A71 [Xi et al., 2013; Richards et 
Jackson, 2012; Huang et al., 2009; Wong et al., 2008; Jackson et al., 2005]. Beaucoup 
d’interrogations demeurent sur son rôle précis, son déclenchement et son aboutissement. S’agit-il 
d’une réponse antivirale de la cellule pour éliminer du virus cytoplasmique ? Est-ce un processus 
détourné lors de l’infection pour recycler les composants cellulaires dans le cycle viral ? Ou les 
deux aspects sont-ils intriqués ? Ceci mériterait d’être étudié selon une stratégie de désarmement 
mutuel du virus et de la cellule comme cela a déjà était expérimenté pour la mortalité cellulaire 






Cette thèse est le résultat de deux approches complémentaires : leur point commun est l’exploration 
des conséquences physiopathologiques de la diversité des EVs. La première approche, liée au 
diagnostic virologique, a permis d’établir un lien entre l’intensité de la charge virale et le génotype 
des souches, donc de relier un processus physiopathologique   à la diversité des EV. Dans la 
seconde approche, nous avons exploré les conséquences de la diversité avec un modèle 
expérimental, avec l’idée générale cependant que des modalités communes devaient être en cause 
lors de l’infection du SNC.
La caractérisation des génomes viraux par le séquençage (type Sanger) et l’étude des 
populations virales par les techniques de reconstruction phylogénétique sont utilisées dans le 
laboratoire pour décrire de façon précise la diversité des souches d’EVs. Ces techniques ont permis 
de décrire la multitude de variants qui existe à l’échelle infra génotypique par exemple pour l’EV-
71, l’E-30 et le CV-B5. Ces variants circulent parmi les populations de patients, dans les 
communautés, et nécessairement dans la population générale. La transmission de ces variants 
montrée par les phylogénies ne renseigne pas pour autant sur les conséquences physiopathologiques 
de cette diversité. Pour appréhender ces aspects, il est nécessaire de recourir à des modèles 
biologiques simples à mettre en œuvre et pertinents sur le plan biologique des relations virus/hôte. 
Les modèles animaux non primates d’infections à EV sont peu nombreux et pas toujours pertinents 
en termes de physiopathologie humaine, et les modèles animaux « humanisés » restent des 
exceptions. Nous nous sommes donc tournés vers des modèles cellulaires tridimensionnels dans la 
perspective future d’analyser l’éventail des interactions mises en jeu dans le processus de 
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a  b  s t r a  c t
Human  enteroviruses  are  the  most  frequent  cause  of aseptic  meningitis  and  are involved  in other neu-
rological  infections.  Qualitative  detection of  enterovirus  genomes in cerebrospinal  ﬂuid  is a  prerequisite
in  diagnosing neurological  diseases.  The  pathogenesis  of  these  infections  is  not  well  understood  and
research  in this  domain would  beneﬁt from  the  availability of a  quantitative  technique  to determine
viral  load  in  clinical specimens.  This  study  describes  the  development  of a real-time  RT-qPCR assay  using
hydrolysis  TaqMan  probe and  a  competitive  RNA  internal  control.  The assay  has high  speciﬁcity  and  can
be  used for  a  large  sample  of  distinct  enterovirus  strains  and  serotypes.  The reproducible  limit  of  detection
was  estimated at  1875  copies/ml  of  quantitative  standards  composed of RNA  transcripts  obtained  from  a
cloned  echovirus  30 genome. Technical  performance  was  unaffected  by  the  introduction  of a competitive
RNA  internal  control  before  RNA extraction.  The mean  enterovirus  RNA concentration  in an  evaluation
series  of  15 archived  cerebrospinal  ﬂuid  specimens  was determined  at  4.78  log10 copies/ml for  the  overall
sample.  The sensitivity  and reproducibility  of  the  real  time  RT-qPCR assay  used in combination  with  the
internal  control to  monitor  the  overall  specimen  process  make  it  a valuable  tool  with  applied research
into  enterovirus infections.
© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Human enteroviruses (EVs) are  members of the Picornaviri-
dae family, which includes small non enveloped RNA viruses.
With more than 100 serotypes, EV strains are classiﬁed into
four species designated from HEV-A to HEV-D, and the reference
poliovirus serotypes are included in the HEV-C species (Stanway
et al., 2005). EVs are  associated with a number of common
Abbreviations: EV, enterovirus; IC,  internal control; EV-RNA QS, enterovirus-RNA
quantitative Standards; RT-qPCR, reverse transcriptase quantitative polymerase
chain  reaction; Ct, threshold cycle; CSF, cerebrospinal ﬂuid; EU-QCMD, European
Union  Quality Control for Molecular Diagnostics Proﬁciency Panel.
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Service  de Virologie, F-63003 Clermont-Ferrand, France. Tel.: +33 4  73 75 48 50; fax:
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E-mail  addresses: romain.volle@u-clermont1.fr (R. Volle),
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illnesses such as hand foot and mouth disease (HFMD), myocarditis
and acute hemorrhagic conjunctivitis, but the most vexing clinical
syndromes caused by EVs are seen in  patients with neurological
infections, which result in an inﬂammatory reaction. The inﬂam-
matory process initiated by strains of the different EV serotypes can
affect the subarachnoid space and lead to a meningitis syndrome,
brain parenchyma (encephalitis), or both (meningoencephalitis)
(Archimbaud  et al., 2003; Rhoades et al.,  2011; Robinson et al.,
2002; Tauber and Moser, 1999). Encephalitis is a  well-recognized
but infrequent manifestation of central nervous system (CNS) infec-
tion by EVs (Tunkel et al., 2008). The most common neurological
syndrome caused by EV  infections is aseptic meningitis, which
requires surveillance in  both children and adults (Huraux et al.,
2003; Peigue-Lafeuille et al., 2002; Ramers et al., 2000). EV menin-
gitis occurs in sporadic forms and outbreaks of variable size, from
local community outbreaks to large regional epidemics (Bailly et al.,
2002; Khetsuriani et al., 2006).
The advent of molecular diagnosis over the last decade has
allowed the sensitive, speciﬁc and rapid detection of  EV genomes
in cerebrospinal ﬂuid (CSF) specimens. Previous studies suggested
that the use of rapid molecular diagnosis of  EV in  children with
meningitis has a clinical beneﬁt by reducing antibiotic or antiviral
0166-0934/$ – see front matter ©  2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
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therapy, avoiding ancillary tests, reducing hospital related costs,
and allowing earlier discharge (Archimbaud et al., 2009; Hamilton
et al., 1999; Ramers et al., 2000; Robinson et al., 2002; Stellrecht
et al., 2002). As several serotypes are involved in meningitis,
the laboratory of virology of Clermont-Ferrand Hospital has also
developed genotyping techniques to rapidly identify EV strains in
biological samples (Bailly et al., 2002; Mirand et al., 2006). The fea-
sibility of direct genotyping in  CSF was shown in a large prospective
study of patients with meningitis, which provided a  more complete
picture for the circulation patterns of EV strains than genotyping of
virus strains after isolation in cell culture (Mirand et al., 2008).
Although  qualitative molecular detection of EV in  CSF is  sufﬁ-
cient for diagnosis, a  quantitative approach will be a valuable tool
with research applications in the investigation of pathological pro-
cesses during EV infections. Speciﬁcally, the determination of EV
load in the CSF of patients with neurological manifestations would
prove helpful in elucidating further the history of  diseases caused
by these infections. The quantitative genome detection of other
viral pathogens in CSF specimens has been reported in patients
with neurological disease and showed a  clear association between
a high viral load and the severity of neurological symptoms caused
by Varicella-Zoster or Epstein-Barr Viruses (Aberle et al., 2005;
Weinberg et al., 2002). With regard to  EVs, one study in neona-
tal systemic infection showed a  strong association of higher viral
load in the blood with younger age and greater disease severity of
neonatal Coxsackievirus B3 infection (Yen et al., 2007). However,
few molecular ampliﬁcation assays have been developed and used
for the quantitation of EVs  in CSF specimens (Monpoeho et al., 2002;
Dalwai et al., 2009). The aim of this study was to upgrade a qual-
itative real-time RT-PCR described previously (Archimbaud et al.,
2004) to a  quantitative assay, including TaqMan hydrolysis probes,
a competitive internal control to assess the quality of the analysis
and quantitative RNA standards to  assess EV loads in patients’ CSF.
2. Material and methods
2.1.  Enterovirus strains and cerebrospinal ﬂuid specimens
The  EV strains used in  the study comprised 23 reference strains
and 60 clinical strains that were originally isolated in  cell cultures
from biological specimens of CSF, throat, or stools at the virol-
ogy laboratory of the University Hospital of Clermont-Ferrand. The
virus samples were composed of one strain of each of the follow-
ing serotypes: coxsackievirus (C) CA4, CA8, CA9, CA13, CA15, CA16,
CB4, echovirus (E) E1, E9, E11, E15, E16, E17, E19, E20, E21, E24, E26,
E27, E29, E31, E32, E33, EV69, EV70, EV71, and EV77; two strains
of CB1, CB2, CB6, E2, E3, E5, E7, and E14; three strains of CB3, CB5,
E4, E18, E25; seven strains of E13; and nine strains of E6 and E30.
The E25 prototype strain (E25/JV-4) titrated at 1.3 × 107 tissue cul-
ture infective dose 50% (TCID50)  per ml was serially diluted 10-fold
in sterile water and used to evaluate internal control competition
with EV template, and inter- and intra-assay variability.
Samples from the 2010 and 2011 European Union Quality Con-
trol for Molecular Diagnostics Proﬁciency Panel for enterovirus
(EU-QCMD; Glasgow, UK) were also used in the study. They con-
tained different amounts of various EV serotypes (CA9, CA16, CA21,
CA24, CB3, E11, E30, EV71, and EV68). Three samples contained
human parechovirus HPeV-3, and one sample human rhinovirus
HRV-16.
Thirty nine CSF specimens collected from patients hospitalized
for suspicion of aseptic meningitis were obtained from the collec-
tion of the laboratory. All the CSF specimens were conserved at
−80 ◦C until analysis. The CSF samples comprised 19 specimens
tested positive for EV by nucleic acid sequence-based ampliﬁcation
(NASBA) with the NucliSens EasyQ® Enterovirus kit (bioMérieux,
Marcy  l’Etoile, France) and 20 tested negative for EV with the same
technique. EV  genotyping in  CSF specimens was done by  nucleotide
sequencing of gene 1D (the viral gene encoding the VP1 capsid
protein) as described previously (Mirand et al., 2008).
2.2.  Molecular design of primers and TaqMan probes
Real-time RT-qPCR primers EV1 (forward) and EV2 (reverse)
are described elsewhere (Archimbaud et al., 2009, 2004). Taq-
Man  hydrolysis probes EVPb (EV RNA template) and ICPb (internal
control RNA template), and 5′ overhanging end primers EV1pBR
and EV2pBR (see Section 2.3), were designed using Primer 3
Input program (Rozen and Skaletsky, 2000). The speciﬁcity of all
primers and probes was validated by BLAST analyses (Altschul
et al.,  1990). TaqMan probes (EVPb and ICPb) were respectively 5′-
labelled with the ﬂuorescent dye 6-carboxy-ﬂuorescein (FAM) and
dimethoxy-ﬂuorescein (JOE) and respectively 3′-labelled with the
quenching dye carboxytetramethylrhodamine (Tamra) and black
hole quencher 1 (BHQ1). Sequences are given in  Table 1.
2.3.  Internal control construction
Internal  control (IC) is  an RNA chimera synthesized using a  pre-
viously described method with minor modiﬁcations (Naze et  al.,
2009). Brieﬂy, EV1pBR and EV2pBR primers were used to amplify
a 217-bp segment chosen in  the plasmid vector pBR322. Primer
EV1pBR contained in 5′- to -3′order a  SalI restriction endonucle-
ase site, the sequence of the EV1 primer, and 20 bp homologous
to bp 1655–1675 in pBR322. Primer EV2pBR contained in 5′-  to -
3′order a  BamHI site, the sequence of the EV2 primer and 20 bp
homologous to bp 1795–1815 in  pBR322. Ampliﬁcation conditions
were: 2 min  at 94 ◦C followed by 40 cycles with 15 s at 95 ◦C, 50 s
at 60 ◦C and 30 s at 72 ◦C and a  ﬁnal elongation step 5 min at
72 ◦C.  The resulting hybrid PCR product (IC DNA fragment) was
puriﬁed with NucleoSpin® extract II  kit (Macherey-Nagel) and
cloned (SalI/BamHI) into the T7 expression vector p0p24 (Michel
et al., 2000). The sequence was  checked by  nucleotide sequenc-
ing. The EcoRI linearized recombinant p0p24 plasmid DNA was
used as a template for in vitro transcription with RiboMAXTM
Large Scale RNA production System-T7 kit (Promega, Mannheim,
Germany). Transcripts were treated with DNase I, puriﬁed with
NucleoSpin® RNA Virus kit  (Macherey-Nagel), and quantiﬁed by
ﬂuorimetry using the Quant-iTTM Assays kit (Invitrogen). Internal
control RNAs were then serially diluted 10-fold in RNase-free water
from 2 × 105 to 2 copies/l, and stored in  single-use aliquots at
−80 ◦C until use. Copy number of transcripts (cp) was calculated
by using the equation: cp = (C/M) × N,  where C is the ﬂuorimetry
measured mass concentration, M is  the molecular weight calcu-
lated for the transcripts (372,570 g mol−1) and N is  the Avogadro’s
number (6.02 × 1023 mol−1).
2.4. Preparation of the EV RNA quantitation standard
A  synthetic EV RNA quantitation standard (EV-RNA QS) was con-
structed by  cloning 576 nucleotides (nucleotide positions 66–642)
from the highly conserved 5′ untranslated EV region of the proto-
type echovirus 30 strain (Bastiani) into the T7 expression vector
p0p24. An in vitro transcription reaction was  performed following
the procedure described above for IC construction. Concentration of
EV-RNA QS was  obtained using Quant-iTTM Assays kit (Invitrogen).
In order to obtain a standard curve for the EV RT-qPCR assay, the
EV-RNA QS was serially diluted 10-fold in  RNase-free water from
6 ×  105 to  6 copies/l and stored in single-use aliquots at −80 ◦C.
Copy number of the transcripts was  calculated using the above
equation (M = 501,270 g mol−1).
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Table  1
Primers and probes for detection and quantitation of enterovirus (EV)  and internal control (IC).
Target Primer or probe Sequence (5′ to 3′) Tmb (◦C)  Nucleotide positionsa
Enterovirus EV1  (Forward)c 5′-CCTGAATGCGGCTAATCC-3′ 56 456–474
EV2  (reverse)c 5′-ATTGTCACCATAAGCAGCC-3′ 56 583–602
EVPbd FAM-ACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC-Tamra 63 553–579
Internal control EV1pBR (Forward)e 5′-ATCAGTCGACCCTGAATGCGGCTAATCCCCATTATGTTCCGGATCTGC-3′ 60 1655–1675
EV2pBR (reverse)e 5′-ATCTGGATCCATTGTCACCATAAGCAGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGA-3′ 60 1795–1815
ICPbd,f JOE-CTACCCXTGTGGAACACCTACATCTGTA-BHQ-1 63 1693–1720
a Enterovirus sequence based on  GenBank accession nos.: AF231765 for coxsackievirus B3 and pBR322 sequence based on New England Biolabs accession.
b Melting temperature estimated in ◦C by Invitrogen for primers and Sigma Genosys for probes.
c The enterovirus primers (EV1 and EV2) were previously reported by Archimbaud et  al. (2009, 2004).
d The two TaqMan probes (EVPb and ICPb), designed by Primer 3 Input and synthesized by  Sigma Genosys, were labelled with the 5′reporter ﬂuorophore FAM and JOE
respectively, and 3′-labelled with the quenching dye Tamra and black hole quencher1 (BHQ1).
e Oligonucleotide portions homologous to  the plasmid vector are in boldface, sequences homologous to  enteroviral primer sequences (EV1 and EV2) are shown in italics,
and sequences homologous to  SalI and BamHI restriction site are  underlined nucleotides.
f Letter X indicates a  LNATM C  base (here, LNA offers the possibility of adjusting Tm values of  primers and probes in multiplex assays).
2.5. Extraction of viral RNA
Viral  RNAs were extracted from CSF specimens or viral sus-
pensions (200 l) using the NucliSens® EasyMAGTM extractor
(bioMérieux, Marcy l’Etoile, France). Puriﬁed RNAs were eluted
with 25 l  of elution solution and analysed immediately or stored at
−80 ◦C until use. The in-house competitive IC  (10 l, 200 copies/l)
was added before extraction to  assess the efﬁciency of EV RNA
extraction and gene ampliﬁcation (see Section 3.2).
2.6.  Ampliﬁcation conditions for the one-step multiplex real-time
RT-qPCR  assay
The  real-time RT-qPCR assay was carried out in  a  ﬁnal vol-
ume of 20 l. Five l of RNA extract (including IC) or EV-RNA
QS was added to 15 l  of reaction mixture prepared using the
LightCycler®RNA Master HybProbe kit (Roche). The reaction mix-
ture contained 3.25 mM of Mn(OAc)2; 700 nM each of the EV1
and EV2 primers; 200 nM each of the EV and IC TaqMan probes;
and 1X ﬁnal of LC®RNA Master HybProbe solution. Final volume
was made up  to  20 l  with RNase-Free Water. Real time RT-qPCR
assay was carried out on a  Rotor-GeneTM 6000 (Qiagen) under the
following conditions: reverse transcription at 61 ◦C for 20 min, Hot-
Start Taq DNA polymerase activation at 95 ◦C for 2 min, and 45
ampliﬁcation cycles including denaturation at 95 ◦C for 5 s and
annealing/extension at 60 ◦C  for 1 min. Fluorescence data were
recorded at the end of each cycle. PCR product sizes were 145 bp for
EV  and 197 bp for IC. The samples in which IC ampliﬁcation failed
or occurred later than three cycles greater than the average Ct of
30.26 in negative controls (see Section 3.2) were considered to  be
inhibited and not reliable for quantitation of EV genomes.
2.7.  Standardization of the multiplex real-time RT-qPCR assay
2.7.1.  Sensitivity
The  sensitivity of the RT-qPCR assay was evaluated in four repli-
cates using 10-fold serial dilutions in RNase free water (ranging
from 6 × 105 to  6 copies/l) of the EV-RNA QS. The reproducible
limit of detection was determined by twelve replicates using series
of  2-fold dilutions in RNase-free water of the EV-RNA QS (copies
ranged from 60 to 7.5 copies/l).
2.7.2. Optimal IC  concentration
The  optimal IC concentration was determined in  duplicate by
adding 10 l  of the 10-fold serially diluted IC preparation (ranging
from 2 × 105 to  2  copies/l) to 200 l  of EV negative CSF specimens.
Optimal IC concentration was then tested by comparison in a same
RT-qPCR run of  the EV  sensitivity, ampliﬁcation efﬁciency and Ct
values of 10-fold serial dilution of the E25/JV-4 suspension (from
1.3 × 105 TCID50/ml  to 1.3 TCID50/ml) extracted with and without
IC. Reproducibility of the IC ampliﬁcation was assessed by evalu-
ating the variation in  the IC  Ct  values in ﬁve replicates of 10-fold
serial dilution of E25/JV-4 suspension.
2.7.3. Reproducibility
The reproducibility of the assay was  assessed in four repli-
cate tests with 10-fold serial dilution of EV-RNA QS (from 6 × 105
to  60 copies/l) and extracts from 10-fold serial dilutions of the
E25/JV-4 (from 1.3 × 105 TCID50/ml  to  1.3 TCID50/ml). Samples of
water extracted with or without IC  were used as negative controls.
2.7.4. Reliability and speciﬁcity
The  speciﬁcity of the assay was determined using non EV control
strains and 20 CSF specimens found negative for EV with NASBA
assay. Different non EV  control strains were tested: human rhi-
novirus (HRV) serotypes A22, A89, B3, B79, C12 and C15; human
parechoviruses (HPeV) HPeV-1, HPeV-2, and HPeV-3 (laboratory
virus collection); adenovirus (ADV) strain VR-7; herpes simplex
virus type 1 (HSV-1) strain VR-3 and type 2 (HSV-2) strain MS;
cytomegalovirus (CMV) strain AD169 obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC); and one strain of Epstein Barr Virus
(EBV) kindly provided by Dr.  Jean-Marie Seigneurin (Virology labo-
ratory of Grenoble, France). The reliability of the real-time RT-qPCR
assay was assessed by testing different EV strains, EU-QCMD and
EV positive CSF specimens as listed above in  Section 2.1.
3.  Results
3.1. Detection limit of the real-time RT-qPCR assay
The detection limit of the assay was  estimated at 6 copies/l,
which is  equivalent to 750 copies/ml of CSF sample, in  three of
the four replicates with a  mean inter assay Ct value of 40.08, a
standard deviation of 3.11 cycles and a coefﬁcient of variation of
7.76% (Fig. 1. and Table 2). The linear regression line generated by
plotting Ct values against numbers of copies/l gave ampliﬁcation
efﬁciencies from 80 to 90% and showed a strong linear relation-
ship (r2 value from 0.9935 to 0.9983). To improve the threshold of
detection, twelve replicates of 2-fold serial dilutions of EV-RNA QS
comprising 60, 30, 15 and 7.5 copies/l were quantiﬁed. According
to probit regression analysis, the lowest concentration of viral RNA
which could be  detected with ≥ 90% probability was  15 copies/l
(95% CI =  10–20 copies/l). This is equivalent to  1875 copies/ml
(1250–2500) (data not shown).
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Fig. 1.  Sensitivity of the real-time RT-qPCR assay for enteroviruses. Sensitivity was obtained from 10-fold serial dilutions of RNA standards of the prototype strain E30 (ranging
from 6  ×  105 to  6  copies/l) tested in the same experiment. The x-axis represents cycle number and y-axis represents ﬂuorescence. The increase in ﬂuorescence at a  particular
cycle number represents the cycle threshold (Ct) for that sample, which indicates the detection of nucleic acids. Correlation coefﬁcient (R2 value) and ampliﬁcation efﬁciency
obtained from the linear regression line generated by plotting Ct values against copy number is  shown, as given by the Rotor-GeneTM software: R2 = 0.9983, efﬁciency = 0.87.
3.2. Determination of the IC optimal concentration
The optimal concentration for IC was deﬁned as the lowest
ampliﬁable and reproducible amount of IC that  did not affect ampli-
ﬁcation of the EV template in real-time RT-qPCR assay. The lowest
amount of IC  that can be  ampliﬁed in the assay was 200 copies
per extraction (i.e. 10 l of IC at 20 copies/l). The Ct value was
40.24, but the ﬂuorescence signal was low. To avoid inconsistent
ampliﬁcation of IC  when it is associated with large amounts of EV,
a  concentration of 200 copies/l (2000 copies per extraction) was
chosen for further experiments.
Competition between IC (10 l, 200 copies/l) and the EV tem-
plate was tested by comparing Ct values obtained in dilution series
of  E25/JV-4 virus suspension after extraction with and without
IC (Fig. 2). Results showed that IC did not compromise detection,
quantitation and ampliﬁcation efﬁciency of the EV  template. The
reproducibility of IC detection (mean Ct values ±  standard devia-
tion) was estimated at 29.87 ± 0.87 (coefﬁcient of variation range
between 1.73% and 4.68%) from ﬁve replicate tests of different
amounts of EV template (Fig. 3.). In negative control tests (no EV
template), IC was detected at a  Ct value of 30.26 ± 0.65 with a coef-
ﬁcient of variation of 2.15%.
3.3. Speciﬁcity and reliability of the EV real-time RT-qPCR assay
Under  the optimal conditions determined above for the EV
real-time RT-qPCR assay, ampliﬁcation of the EV template was
successful with 83 EV suspensions, which represented an overall
number of 43 distinct EV serotypes. Speciﬁcity was investigated
by testing different virus samples, including common non picor-
navirus controls (HSV-1, HSV-2, ADV, CMV, and EBV), non EV
picornavirus controls (HPeV-1, -2 and -3; HRV-A16, -A22, -A89, -B3,
-B79, -C12, and -C15), and EV negative CSF specimens. Ampliﬁca-
tion by the EV RT-qPCR assays was negative in  all these samples.
Ampliﬁcation of  IC was  effective in  all tests without PCR inhibitors
detected.
3.4. Reproducibility and repeatability of the EV real-time
RT-qPCR assay
To  assess the inter-assay reproducibility of the quantitative
assay for EV template ampliﬁcation, ﬁve EV-RNA QS (testing range:
6 ×  105 to 60 copies/l) and RNA extracts from the 10-fold dilu-
tion series of the E25/JV-4 suspension (testing range: 1.3 × 105 to
1.3 TCID50/ml) were tested in four independent assays (Table 2).
Table 2
Inter-assay reproducibility and intra-assay repeatability of the EV real-time RT-qPCR.
Enterovirus standards Inter-assay Intra-assay
Replicate Ct valuea Ct mean (±SDb) %  CV c Replicate Ct value a Ct mean (±SDb) %  CV c
1 2  3  4  1 2 3 4 5
EV-RNA QS  (copies/l)
6 ×105 19.90 19.94 19.52 18.91 19.57 (±0.48) 2.44
6  ×  104 23.62 23.66 23.72 23.16 23.54 (±0.26) 1.09
6  ×  103 28.15 28.19 27.65 27.31 27.83 (±0.42) 1.52 26.94 27.33 27.15 27.09 26.9  27.08 (±0.17) 0.64
6 ×  102 30.71 30.76 30.67 30.1 30.56 (±0.31) 1.01
6  ×  101 34.35 34.42 35.7  35.31 34.95 (±0.67) 1.91 34.55 35.51 34.94 35.64 35.99 35.33 (±0.58) 1.63
6 ×  100 41.79 41.97 36.49 NA d 40.08 (±3.11) 7.76
E25/JV-4 (TCID50/ml)
1.3  × 105 16.32 16.08 15.3  15.23 15.73 (±0.55) 3.49
1.3  × 104 20.07 19.76 19.23 19.92 19.79 (±0.37) 1.85 20.38 20.55 20.67 20.53 (±0.15) 0.71
1.3  × 103 24.16 24.07 23.19 23.37 20.70 (±0.49) 2.36
1.3  × 102 28.31 27.3  26.47 26.88 27.24 (±0.79) 2.9 27.99 27.97 28.6 28.19 (±0.36) 1.27
1.3  × 101 31.48 30.8 31.12 31.28 31.17 (±0.29) 0.92
1.3  33.12 33.36 37.03 35.9  34.85 (±1.92) 5.51 34.03 33.27 34.03 33.78 (±0.44) 1.3
a Threshold cycle (Ct) values determined by RT-qPCR with threshold level of 0.0125.
b Standard deviation.
c % Coefﬁcient of variation = (SD/Ct mean) ×  100.
d Not ampliﬁed.
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Fig. 2. Validation of the optimal concentration of the internal control. Optimal IC concentration was validated from 10-fold serial dilution of titrated viral E25/JV-4 virus
suspension (ranging from 1.3 ×  105 to 1.3 TCID50/ml) extracted with (Red) and without (Green) 2000 copies of IC and further ampliﬁed in a  same multiplex real-time RT-qPCR
assay. Water control extracted with IC  is represented in Orange line and without IC in Blue line. Correlation coefﬁcient (R2 value) and ampliﬁcation efﬁciency obtained from the
linear regression line generated by  plotting Ct values against copy number is  shown, as given by  the Rotor-GeneTM software: R2 =  0.988, efﬁciency = 0.96. (For interpretation
of the references to  color in this ﬁgure legend, the reader is  referred to  the web  version of the article.)
The standard deviations of  the mean Ct value for EV-RNA QS ranged
from 0.26 to  0.67, with coefﬁcients of variation from 1.01% to  2.44%.
The EV-RNA QS at 6  cp/l was not included because of its non
reproducibility (see result, Section 3.1). The standard deviation of
mean Ct value for the E25/JV-4 samples ranged from 0.29 to 1.92
(coefﬁcients of variation: 0.92–5.51%).
To assess the intra-assay repeatability of the EV quantitative
assay, EV-RNA QS at a  concentration of 6 × 103 and 60 copies/l,
and extracts from the dilution series of E25/JV-4 suspension (test-
ing concentrations: 1.3  × 104,  1.3 × 102 and 1.3 TCID50/ml) were
respectively tested ﬁve and three times in the same runs (Table 2).
The standard deviation of the mean Ct value for 6 × 103 and
60 copies/l of  EV-RNA QS were respectively 0.17 and 0.58 cycle,
giving a  coefﬁcient of variation of 0.64% and 1.63%. The stan-
dard deviation of the mean Ct value for 1.3 ×  104, 1.3 × 102 and
1.3 TCID50/ml  of E25/JV4 RNA were respectively 0.15, 0.36 and 0.44
cycle, giving a  coefﬁcient of variation of 0.71%, 1.27% and 1.30%.
3.5.  Performance of the real-time RT-qPCR assay in testing the
EU-QCMD  EV panel
Qualitative and quantitative performances of the real-time RT-
qPCR EV assay were tested with the 2010 and 2011 EU-QCMD
proﬁciency panels. For each panel, samples were processed in  the
same way  as CSF specimens. In qualitative tests, the assay detected
all but one EV positive specimens, a  specimen in  the 2011 EU-QCMD
proﬁciency panel, which contained a  low amount (3.2 TCID50/ml)
of an enterovirus 68 strain. The real-time RT-qPCR assay was also
included within the category “Real-time in-house technique” for
quantitative investigations in  the 2010 and 2011 round tests. Quan-
titation tests were successful for all positive samples of the 2010
panel and the concentrations estimated for the specimens were
in the range of the mean values (copies/ml ±  1 Standard Deviation)
except for one specimen containing a CA9 strain, which was under-
estimated. Of ten positive samples comprising the 2011 panel, ﬁve
gave results of quantitation within the range of the mean values
(copies/ml ± 1 Standard Deviation). The template concentration
was overestimated in  three samples (CA21, CA24, and EV71 tem-
plates), and the two dilutions of  the EV68 strain were poorly or not
quantiﬁed.
3.6. Determination of EV load in CSF specimens
The EV real-time RT-qPCR assay was  performed in the CSF of 39
patients presenting with signs of meningitis. A total of 18 CSF spec-
imens were found to be qualitatively positive by the RT-qPCR and
the NASBA assay, and 20 were found to be negative by both molec-
ular assays. Ampliﬁcation by the RT-qPCR failed for one specimen
Fig. 3. Reproducibility of  the optimal concentration of the internal control with various concentrations of enterovirus. Internal control reproducibility was  determined by
evaluating the variation of IC threshold cycle values in 5 replicates of 10-fold serial dilutions of E25/JV-4 suspension. The mean Ct value is noted in boldface, with error bars
representing ± standard deviation. The coefﬁcient of variation (CV%) is  indicated.
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Table  3




(n  =  6)a
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(n =  1)a
Mean viral
loads  log10 copies/ml
(±SD)
4.54  (±0.33) 3.81  (±0.69) 4.68 (±0.38) 5.10 4.80 5.64 4.95  <3.27
a One sample was  found below the quantitation threshold (1875 copies/ml) and so was not included.
b One CSF specimen was  not ampliﬁed.
containing a  CB2 virus strain. Ampliﬁcation of the IC was effec-
tive for all specimens. Viral quantitation was determined in 15 of
the  18 positive specimens and 3 specimens had viral loads esti-
mated at 1508, 1273 and 1000 copies/ml, below the reproducible
quantitation limit of 1875 copies/ml. Viral load ranged from 3.81
to 5.64 log10 copies/ml, with a  mean viral load (±standard devi-
ation) of 4.78 (±0.56) log10 copies/ml. E30 was the most frequent
serotype (31.6%) among the EV  positive CSF specimens and its mean
viral load was 4.54 (±0.33) log10 copies/ml (Table 3). The mean viral
loads for serotypes CB2 (26.3% of the sample) and E18 (15.8%)
were 3.81 (±0.69) and 4.68 (±0.38) log10 copies/ml respectively.
The other serotypes (CA9, E9, E11, E13) were only represented
once in  the CSF sample and displayed viral loads of 5.10, 4.80, 5.64,
4.95 copies/ml respectively.
4. Discussion
This study describes the development of a  new in-house inter-
nally controlled real-time RT-qPCR assay for the detection and
quantitation of human EVs in biological samples. The assay uses
the hydrolysis probe (TaqMan) to monitor the ampliﬁcation of
the template, and is performed in a one-step single closed tube
in less than 2  hours. The assay has the advantages of limiting the
number of manipulations, thereby minimizing the risk of carry-
over contamination, of increasing analytical speed, and of detecting
simultaneously the EV template and IC. The performance character-
istics of the assay were recorded according to the recommendations
of Rabenau et al. (2007). The assay developed displayed high speci-
ﬁcity with a  primer set described previously (Archimbaud et al.,
2004), which targets the highly conserved 5′ untranslated region of
human EVs (Rotbart, 1990). It can be used for a large sample of EV
strains and serotypes but detection of EV68 is not possible because
of a mismatch between the genome of EV68 and reverse primer
EV2. Cross reactions were not found with human rhinoviruses
and human parechoviruses, which are  genetic relatives of  human
EVs. The 90% detection limit using in vitro transcribed E30 RNA
standards is 1875 copies/ml of sample. Various detection limits
have been reported for EV ampliﬁcation with other techniques
using TaqMan probe technology. One main difference between
the techniques, which may  considerably affect their sensitivity,
is the virus origin of the RNA standards. The reported sensitivi-
ties of techniques for detecting EV in  CSF using TaqMan probes
are 3800 copies/ml with CB3 RNA standards (Dierssen et al., 2008)
or 3500 copies/ml with Poliovirus type 1/Mahoney RNA standards
(Monpoeho et al., 2002). In a multiplex technique developed for the
speciﬁc detection of EV70 and CA24 RNA templates, sensitivities
were 2500 copies/ml (EV-70) and 25,000 copies/ml (CA-24) (Xiao
et  al., 2009). Another multiplex technique developed for detect-
ing Enterovirus and Parechovirus simultaneously, had a  sensitivity
of 420 copies/ml using E-7 RNA standards (Bennett et al., 2011).
Another factor involved in  possible sensitivity variations is the par-
ticular chemistry used (different reaction mixture, thermocycler,
and probe labelling) in each technique (Hayden et al., 2012). The
values for inter-assay and intra-assay variability for the EV real-
time RT-qPCR assay determined with high and low amounts of
RNA template and with high and low amounts of infectious units
of E25/JV-4 were in agreement with those reported for another
assay using TaqMan probes (Monpoeho et al.,  2002). The overall
characteristics of the EV real-time RT-qPCR assay described in this
study showed consistent repeatability and reproducibility. Analy-
sis of EV quality control samples of the 2010 and 2011 EU-QCMD
panels (Glasgow, UK) made of distinct EV  serotypes at different con-
centrations showed reliable detection. Unsuccessful ampliﬁcation
occurred only with the EV68 RNA template because of mismatch
in one primer. Viral loads determined with EV  real-time RT-qPCR
assay were in the range of the mean values (±1 SD) recorded by the
participating laboratories. However, the signiﬁcance of quantita-
tive results is currently debated because of a  high inter-laboratory
variability for each viral sample due to wide ranges in viral load
values. For instance, with 2011 EU-QCMD, standard deviations of
the mean viral loads for the overall participants ranged from 0.12
to 1.12 log10 copies/ml. This wide inter-laboratory variability with
identical EV strain samples highlights the need for a common quan-
titative standard and also points to the difﬁculty of comparing
quantitative results for viruses other than HIV and hepatitis C virus
(Hayden et al., 2012).
A  common weakness of a  number of  EV real-time RT-qPCR
assays is the lack of IC to  monitor false negative results due to
PCR inhibitors or failure in  nucleic acid extraction and detection
in RT-PCR steps (Archimbaud et al., 2004; Dierssen et  al., 2008).
The IC RNA included in the assay is ampliﬁed competitively with
the same set of primers dedicated to the speciﬁc ampliﬁcation of
the EV template. Another major interest of the IC RNA is its incor-
poration directly in the biological specimens to be tested before
RNA extraction, which allows close monitoring of the entire sam-
ple process (Naze et al., 2009; Villanova et al., 2007; Xiao et al.,
2009). Because of its competitive property, particular attention has
been paid to the molecular design of IC  to avoid cross hybridization
with the EV template genome and to ensure optimal ampliﬁca-
tion of both IC  and EV templates. The optimal IC amount added
to the specimens before RNA extraction was estimated at 2000
copies for a reproducible and non inhibiting ampliﬁcation of the EV
template. The technical performance of the EV real-time RT-qPCR
assay was unaffected by the addition of IC RNA, and, in addition,
IC was  detected consistently in samples of viral suspension and
CSF.
The quantitation of EV  RNA was  also determined in 15/18
archived CSF specimens positive for human EVs with a  mean viral
load of 4.78 log10 copies/ml. This is consistent with ﬁndings of pre-
vious reports in which mean viral loads were of the order of  4.8
and 4.6 log10 copies/ml of CSF in  patients with EV aseptic menin-
gitis or EV encephalitis (Dalwai et al., 2009; Monpoeho et  al.,
2002). For three specimens, the viral load was  determined below
the quantitation threshold (1875 copies/ml). In one specimen con-
taining a  CB2 strain, the viral RNA was undetected, probably
because of a weak viral load. This hypothesis is supported by the
low viral load obtained for three other specimens containing CB2
strains, compared with that of the other EV serotypes. In addi-
tion, in specimens with a low amount of RNA template, loss during
freezing and thawing is  an increased hazard. Precise molecular
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genotyping by VP1 semi-nested ampliﬁcation and sequencing is
performed prospectively and directly in the CSF specimens in the
routine practice of our virology laboratory (Mirand et al., 2008).
Further studies with larger numbers of biological samples are
needed to determine any relationship between viral load and EV
genotype.
5. Conclusions
The quantitation of enteroviruses in biological specimens is a
valuable tool with research applications and will make it possi-
ble to accurately assess EV loads in CSF specimens. In combination
with diagnostic and genotyping tests, it could complete prospec-
tive investigations of meningitis and more severe neurological
diseases associated with EV (encephalitis or neonatal infections).
When trying to identify the in vivo processes involved in the rapid
recovery from EV meningitis, we need to consider potential varia-
tions between different serotypes. The RT-qPCR and EV  genotyping
assays could be a useful aid in future investigations of the multi-
ple aspects of the clearance process of EV from CSF and meninges.
Future studies will examine the prospective application of the assay
to  determine EV load in  concurrent specimens of blood and CSF,
which should provide a  better understanding of the pathogenesis
of human EV infections.
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M A J O R A R T I C L E
Variations in Cerebrospinal Fluid Viral Loads
Among Enterovirus Genotypes in Patients
Hospitalized With Laboratory-Conﬁrmed
Meningitis Due to Enterovirus
Romain Volle,1 Jean-Luc Bailly,1,2 Audrey Mirand,1,2 Bruno Pereira,3 Stéphanie Marque-Juillet,4 Martine Chambon,1,2
Christel Regagnon,2 Amélie Brebion,1,2 Cécile Henquell,2 Hélène Peigue-Lafeuille,1,2 and Christine Archimbaud1,2
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Microbiologie, Le Chesnay, France
Background. Acute enterovirus (EV) meningitis is a major cause of hospitalization among adults and children.
It is caused by multiple EV genotypes assigned to 4 species (EV-A, EV-B, EV-C, and EV-D).
Methods. We determined viral loads in the cerebrospinal ﬂuid (CSF) of 156 patients of all ages with EV men-
ingitis during a 5-year observational prospective study. The virus strains were genotyped, and their time origin was
determined with Bayesian phylogenetic methods.
Results. The CSF viral loads ranged between 3.4 and 7.5 log10 copies/mL (median, 4.9 log10 copies/mL). They
were higher in neonates than in infants and children (P = .02) but were comparable in adults. Viral loads were as-
sociated with EV genotypes (P < .001). The EV strains were identiﬁed in 152 of 156 patients and assigned to 23 ge-
notypes within the EV-A and EV-B species. The most frequent genotypes, echoviruses 6 and 30, were associated with
different viral loads (P < .001). The highest viral loads were in meningitis cases caused by coxsackievirus A9, B4, and
B5 genotypes. Most patients infected by a same genotype were infected by a major virus variant of recent emergence.
Conclusions. The variations in CSF viral loads in patients at the onset of EV meningitis are related to genotypic
differences in the virus strains involved.
Keywords. Enterovirus meningitis; pleocytosis; adults; children; infants; neonates; Enterovirus genotypes; CSF
viral load; meningitis pathophysiology.
Human enterovirus (EV) diseases can be caused by 100
genotypes that are classiﬁed according to genetic rela-
tionships into 4 species designated, EV-A, EV-B, EV-
C, and EV-D [1]. A number of EV genotypes infect
the central nervous system and are responsible for clin-
ical manifestations including meningitis, encephalitis,
and, more rarely, paralytic myelitis, cerebellar ataxia,
and Guillain-Barré syndrome [2–5]. The 61 genotypes
within the EV-B species are the most common cause
of acute meningitis, a self-limiting inﬂammation of
the meninges characterized by favorable outcome and
a major reason for admission to hospital of children
and young adults [6–9]. EV meningitis occurs as out-
breaks of variable size, from local community outbreaks
to large epidemics [10, 11].
Diagnosis of EV infection in patients with suspected
meningitis relies on examining cerebrospinal ﬂuid
(CSF) with rapid nucleic acid ampliﬁcation tests
(reverse-transcription polymerase chain reaction [RT-
PCR]), a procedure that avoids unnecessary investiga-
tions and antimicrobial administration [7, 8]. The early
differential identiﬁcation of EV genotypes involved in
neurological syndromes is important for outbreak and
patient management, in particular when enterovirus 71
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(EV71) and poliovirus genotypes are involved [12, 13]. Epidemi-
ological surveys suggest that neurotropism and pathogenic fea-
tures vary among EV genotypes [4]. Data regarding the CSF
viral loads in patients with neurological conditions are scant
but would prove helpful in elucidating further the history of
EV infections. The quantitative genome detection of herpesvirus-
es in patients with neurological diseases showed a clear relation-
ship between high viral load in CSF and the severity and outcome
of disease [14, 15]. A few methods have been developed to deter-
mine EV RNA levels in clinical samples [16, 17], but none have
been used prospectively in large observational studies. The inves-
tigation of systemic coxsackievirus B3 (CVB3) infections in 10
neonates suggested a relationship between higher viral load in
blood and younger age and greater disease severity [18]. We re-
cently described a method based on TaqMan real-time RT-PCR
coupled with an internal control RNA to quantify the EV ge-
nomes in CSF [19]. As a ﬁrst step toward the investigation of
pathogenic features of neurotropic EVs, we determined the con-
centration of EV RNA in CSF specimens from patients with acute
meningitis and analyzed possible relationships between CSF viral
loads and biological, clinical, and virological characteristics.
METHODS
Patients and Clinical Samples
This study was approved by the local committee for the protec-
tion of human subjects (Comité d’Ethique des Centres d’Inves-
tigation Clinique de l’Inter-Région Rhône-Alpes-Auvergne,
France) with a waiver of informed consent (institutional review
board number 5044).
A total of 156 patients with laboratory-conﬁrmed EV meningi-
tis were included in the study. They were hospitalized between 1
January 2008 and 31 December 2012 at the University Hospital of
Clermont-Ferrand (n = 133) and between June and August 2011
in the Pediatric Unit of the Hospital of Versailles (n = 23). Patients
were distributed as follows: 19 (12%) were neonates (median age,
21 days; range, 9–28 days), 27 (17%) were infants (median age, 40
days; range, 30–458 days), 57 (37%) were children (median age, 6
years; range, 2–15 years), and 53 (34%) were adults (median age,
31 years; range, 17–57 years). All neonates were full-term, and no
patient was immunocompromised. In all patients, bacteriological
investigations and results of tests for molecular detection of herpes
simplex virus were negative.
EV molecular diagnosis was based on analysis of CSF speci-
mens obtained at patient admission, using either the NucliSENS
EasyQR Enterovirus kit manufactured by bioMérieux (Cler-
mont-Ferrand) or Cepheid’s Xpert EV assay on a SmartCycler
(Versailles). The leftover part of each EV-positive CSF samples
or RNA extract was stored at −80°C before analysis within 8
days to determine the viral load and genotype (see below).
Data were gathered from medical charts and hospital com-
puter records, using a standardized questionnaire, which
included patients’ clinical history, date and time of admission,
and CSF characteristics. Symptom duration was deﬁned as the
interval between the onset of symptoms and lumbar puncture.
The onset of symptoms was estimated to have occurred at 8 AM,
2 PM, 8 PM, and 2 AM when it was recorded in the morning, the
afternoon, the evening, and at night, respectively. Pleocytosis
was deﬁned as a CSF white blood cell (WBC) count of >19
cells/mm3 for patients aged ≤28 days and as ≥10 cells/mm3
for older patients [20]. CSF protein concentration was classiﬁed
as normal if it was ≤0.9 g/L for newborns <30 days old and
≤0.45 g/L for older patients.
Viral Load Determination
Viral RNA was extracted from 200 μL of CSF by a NucliSens
EasyMAG extractor (bioMérieux) and eluted in 25 μL of elution
buffer. Internal control was added before the extraction step,
and quantiﬁcation of the EV genome was performed with our
in-house real-time RT-PCR assay, developed on the Rotor-
Gene 6000 (Qiagen) [19]. The lowest concentration of viral
RNA quantiﬁed with ≥90% probability is 15 copies/μL (95%
conﬁdence interval [CI], 10–20 copies/μL), equivalent to
1875 copies/mL (3.3 log10 copies/mL). The absence of PCR in-
hibitors in all CSF specimens tested was indicated by the effec-
tive ampliﬁcation of internal control.
Enterovirus Genotyping and Phylogenetic Analysis
Enterovirus strains were genotyped by nucleotide sequencing of
viral genes encoding the VP4/VP2 and VP1 capsid proteins
with our previously described method [21].Viral RNA extracted
from clinical specimens (throat, plasma, or CSF) was used for
complementary DNA synthesis, followed by gene ampliﬁcation.
The nucleotide sequences of PCR products were determined,
and the VP1 sequences were deposited in GenBank under the
accession numbers HG793656–785. The sequences were used to
identify the EV strain in each patient as described earlier [21].
We generated a data set by aligning the VP1 sequences deter-
mined in 130 patients to the reference sequences of 17 EV-B ge-
notypes. The time origin of virus lineages was analyzed in a
Bayesian statistical framework with a Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) method implemented in the BEAST program,
version 1.7.5 [22, 23] using previously described approaches
[24]. The general-time-reversible model with an invariant
class of nucleotide substitution and a gamma distribution of
substitution rates was used to estimate nucleotide substitutions.
The Bayesian skyline model [24] was used as tree prior under a
relaxed molecular clock model as described earlier [25]. MCMC
analyses were run for 60 million generations, sampling a tree
every 3000 steps. A maximum clade credibility (MCC) tree
was produced with the TreeAnnotator and FigTree programs
(available at: http://beast.bio.ed.ac.uk/TreeAnnotator and
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/ﬁgtree, respectively). Statistical
support for the tree nodes was assessed by their posterior













probability. Time to the most recent common ancestor (tMRCA)
at each node in the phylogeny was calculated from the median
height parameter in the MCC tree. Statistical uncertainty in the
tMRCA calculations was estimated as a 95% highest posterior
density (HPD) interval.
Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using Stata software, version
12 (StataCorp, College Station, TX). The tests were 2-sided, with
a type I error set at an α level of 0.05. The characteristics of pa-
tients were presented as the mean ± standard deviation or the
median and interquartile range (IQR) for each age group, for
continuous data, and as the number of patients and associated
percentages, for categorical parameters. Viral loads, expressed
in genome copies per milliliter, were log-transformed to base
10 for these analyses. Comparisons between groups were ana-
lyzed with the χ2 or Fisher exact test, for categorical variables,
followed by the Marascuilo procedure, and with analysis of var-
iance or the Kruskal-Wallis test, for quantitative variables (nor-
mality veriﬁed by the Shapiro-Wilk test and evaluated for
homoscedasticity by the Bartlett test), followed by an appropri-
ate post hoc multiple comparisons test (ie, the Tukey-Kramer or
Dunn test). Relations between quantitative parameters were ex-
plored by correlation coefﬁcients (ie, Pearson or Spearman co-
efﬁcients). A linear regression model (with EV load as the
dependent variable) was considered in multivariate situation
by backward and forward stepwise for the factors considered
signiﬁcant in univariate analysis (entry in the model for
P < .1) and according to relevant biological and clinical param-
eters, such as red blood cell (RBC) count, protein level in the
CSF, and duration of symptoms (adjustment factors). The inter-
actions between factors were tested. Results were expressed as
regression coefﬁcients and 95% CIs. To investigate possible
bias caused by a traumatic tap during lumbar puncture, we
also calculated the WBC counts and protein concentrations
by subtracting 1 WBC for every 500–1000 RBCs in the CSF
and 0.01 g/L protein for every 1000 RBCs/mm3 [26]. The results
obtained with the 2 methods were comparable.
RESULTS
Relationship Between CSF Viral Loads and Clinical and
Biological Characteristics
The viral loads determined in 156 sequential patients with EV
meningitis ranged between 3.4 and 7.5 with a median of 4.9
log10 copies/mL of CSF (IQR, 4.3–5.4 log10 copies/mL). The
median CSF viral loads were signiﬁcantly different between
age groups (P = .02; Figure 1A). Viral loads in neonates (5.4
log10 copies/mL) were higher than those in infants (4.4 log10
copies/mL; P = .007) and children (4.7 log10 copies/mL;
P = .01) but were not different from viral loads in adults (5.0
log10 copies/mL). There was no relation between CSF viral
loads and fever, headache, and stiff neck, but the EV RNA levels
were elevated in 13 patients (mainly adults) with vertigo and
paresthesia (5.1 vs 4.8 log10 copies/mL; P = .03; Supplementary
Table 1).
A relationship was observed between viral loads and the
number of leukocytes and the concentration of proteins in
CSF (Figure 1B). Pleocytosis (median WBC count, 100 cells/
mm3; range, 10–1600 cells/mm3) was present in 112 of 152 pa-
tients (74%). WBC count differed between age groups (P < .01).
The median values in adults, children, infants, and neonates
were 82, 97, 4, and 6 cells/mm3, respectively. WBC count was
not performed in 4 patients (3 neonates and 1 infant) because
of the presence of a coagulum. The median WBC counts in CSF
with pleocytosis did not differ between age groups (100 cells/
mm3; P = .58). Pleocytosis was not observed in 11 of 16 new-
borns (69%), 16 of 26 infants (62%), 4 of 57 children (7%),
and 9 of 53 adults (17%). The viral loads were higher in the
presence of pleocytosis (median, 4.9 log10 copies/mL) than in
Figure 1. Enterovirus (EV) cerebrospinal ﬂuid (CSF) RNA levels in the
study population (n = 156) of patients with laboratory-conﬁrmed meningitis.
The box plots represent CSF viral loads stratiﬁed by age group (A) and pleo-
cytosis or protein levels in the CSF specimens (B). Results are reported as
medians (horizontal lines in boxes; values are indicated in the ﬁgure), in-
terquartile ranges (top and bottom edges of boxes), and the ﬁrst and ninth
decile (small horizontal lines extended below and above the boxes). Points
represent the lowest and highest values. Only statistically signiﬁcant dif-
ferences are displayed.













the absence of pleocytosis (4.4 log10 copies/mL; P = .003) (Fig-
ure 1B). This difference was observed in adults (5.0 vs 4.2 log10
copies/mL; P = .003) and newborns (5.8 vs 4.9 log10 copies/mL;
P = .04), but not in children and infants, owing to the effects of
sampling size. Among the 40 patients with pleocytosis who were
admitted within the ﬁrst 24 hours of illness, 25 (62%) had a CSF
neutrophil percentage of >55% and a median CSF viral load of
5.05 log10 copies/mL. The other 15 patients had a viral load of
4.40 log10 copies/mL (P = .07). Among the 69 patients admitted
later, 39 (57%) had lymphocyte percentage of 55% and a viral
load of 4.91 log10 copies/mL. The other 30 patients had a viral
load of 4.95 log10 copies/mL (P = .68).
CSF protein concentration was high in 81 of 155 patients (52%)
and was higher in adults (0.59 g/L) than in children (0.36 g/L;
P < .001) and infants (0.51 g/L; P = .03). The viral load was higher
in patients with elevated protein concentrations (5.0 log10 copies/
mL) than in those with normal protein level (4.7 log10 copies/mL;
P = .04; Figure 1B). The protein levels were higher when pleocyto-
sis was present (P = .04), particularly among adults.
Relationship of Viral Load, Age, and Pleocytosis With Symptom
Duration
There was a difference in symptom duration before lumbar
puncture between the age groups (Figure 2): it was shorter in
neonates (0.8 days) and infants (0.7 days) than in children
(1.2 days; P≤ .008 for both comparisons, compared with neo-
nates and infants) and adults (1.3 days; P < .001, compared with
neonates and infants). Although there was no relationship be-
tween symptom duration and viral load (R = .12; P = .14), the
patients who had CSF pleocytosis also had a longer symptom
duration (1.2 vs 0.8 days; P = .001).
A multivariate analysis that adjusted for RBC count, protein
level in the CSF, and duration of symptoms conﬁrmed that pa-
tient age and CSF pleocytosis were related to CSF viral loads,
but symptoms of vertigo and paresthesia were not (Table 1).
Relationships Between CSF Viral Loads and EV Genotypes
EV strains were genotyped with viral sequences VP4/VP2 (16
patients) or VP1 (136 patients) (Supplementary Figure 1). In
4 patients, it was not possible to identify EV strains because
of low CSF viral loads. The 7 most frequent EV genotypes be-
longed to the EV-B species: echovirus (E) genotypes 30 (37%), 6
(13%), 11 (8%), and 18 (7%) and CV genotypes A9 (6%), B5
(4%), and B4 (3%). An array of 12 other EV-B and 4 EV-A ge-
notypes was found in 19% of patients. The EV genotypes were
distributed differently among the age groups (Figure 3A–D).
Meningitis in young adults was caused by E30 (57% of cases),
E6 (9%), CVA9 (9%), and E18 (7%). E6 and E30 genotypes were
also the main causes of meningitis in children (25 and 39%, re-
spectively), followed by E11 and CVB5 genotypes (5% each).
Figure 2. Number of days between the onset of symptoms and the lum-
bar puncture after patient’s admission to the hospital. The symptom dura-
tion is represented as box plots and compared between age groups.
Results are reported as medians (horizontal lines in boxes; values are in-
dicated in the ﬁgure), interquartile ranges (top and bottom edges of boxes),
and the ﬁrst and ninth decile (small horizontal lines extended below and
above the boxes). Points represent the lowest and highest values. Only stat-
istically signiﬁcant differences are displayed.
Table 1. Multivariate Analysis of Variables Associated With




Coefficient (95% CI) P
Patient group
Children Reference
Adults −0.046 (−.39 to .30) NS
Infants −0.027 (−.5 to .45) NS
Newborns 0.77 (.24–1.3) .005
CSF data
Samples with pleocytosis Reference
Samples without pleocytosis −0.48 (−.86 to −.1) .015
Clinical signs
Absence of vertigo and
paresthesiaa
Reference
Presence of vertigo and
paresthesia
0.44 (−.16 to .89) .058
Enterovirus genotypes
E6 Reference
E30 0.54 (.16–.91) .005
CVA9 0.96 (.39–1.54) .001
CVB4 1.16 (.45–1.88) .002
CVB5 0.44 (−.22 to 1.09) NS
E11 0.23 (−.36 to .82) NS
E18 0.47 (−.1 to 1.04) NS
Results of multivariate regression analysis that adjusted for red blood cells
count, protein levels in the CSF, and duration of symptom (sampling time). P
values of <.05 were considered statistically significant.
Abbreviations: CI, confidence interval; CV, coxsackievirus; E, echovirus; NS,
not significant.
a Among clinical symptoms of meningitis, only vertigo and paresthesia were
considered significant in the univariate analysis and included in the
multivariate analysis.













Infants and neonates were infected by a large array of EVs. E30
predominated in infants (15%), followed by E11 and E18 (11%
each). In neonates, E11 (21%) was predominant, followed by
E18 and CVB5 (11% each). Notably, EV strains assigned to dif-
ferent CV genotypes of the EV-A species (CVA4, A10, and A16,
and EVA71) were also found in infants and neonates.
We observed relationships between CSF viral loads and EV
genotypes (P < .001). Among the 7 most frequent EV genotypes
(Figure 3E), the CSF viral loads in E6-infected patients (median,
4.4 log10 copies/mL) were lower than viral loads in patients
infected with E30, CVA9, and CVB4 (4.9, 5.2, and 5.5 log10 cop-
ies/mL, respectively; P < .01, by the Kruskal-Wallis test followed
by the Dunn posttest). Similarly, the CSF viral loads in E11-
infected patients (4.3 log10) were lower than those in CVB4-
infected patients (P < .05, by the Kruskal-Wallis test followed
by the Dunn post test). Multivariate analysis conﬁrmed that
EV genotypes were associated with CSF viral loads (Table 1).
E11 and CVB5 mainly infected younger infants (Table 2); E6,
E18, and CVB4 were found in children; and CVA9 and E30
were found in adults (P = .003). The CSF protein levels differed
Figure 3. Comparison of cerebrospinal ﬂuid (CSF) viral loads, by enterovirus (EV) genotype. Pie chart distribution of the EV genotypes according to the age
of patients, as follows: adults (A), children (B ), infants (C), and neonates (D). Data represent the number of patients (percentage), by EV genotype. E,
Comparison of viral loads, stratiﬁed by EV genotypes. Results are reported as medians. All statistical comparisons were performed using the Kruskal-Wallis
test, followed by the Dunn posttest. *P < .05 and **P < 0.01. Abbreviations: CV, coxsackievirus; E, echovirus.













between genotypes (P = .013): E6-infected patients had lower
levels than E11- and CVB4-infected patients, and protein levels
were lower in E30-infected patients than in those infected with
E11 (Table 2). Differences were also determined between CSF
WBC counts and genotypes (P = .002): patients infected with
CVB5 had a greater number of WBCs than patients infected
with the other EV genotypes.
Phylogenetic Clustering and Time Origin of EV-B Strains
The phylogenetic clustering and time origin of lineages corre-
sponding to the 130 virus strains assigned to the EV-B species
were estimated with their VP1 sequences (Figure 4A). The Baye-
sian phylogenetic tree clearly indicated that all patients with E30
meningitis were infected by the same variant. This virus
emerged about 6 years before its ﬁrst detection within the
study population (Figure 4B). Similarly, most patients with E6
meningitis were infected by a main virus variant, which
emerged in 2008, 3 years before the 2011 outbreak. Two patients
with higher viral loads had E6 meningitis caused by genetically
distinct virus strains (Figure 4B). The E11 and CVA9 phyloge-
netic patterns were similar to the E6 pattern: all but 1 or 2 pa-
tients were infected by a main virus variant, which arose 2 years
before the initial detection in the study population (Figure 4B).
In patients with E18 meningitis, 2 variants that emerged in 2002
and 2009 were found with similar frequencies (Figure 4B).
DISCUSSION
This prospective study explored the genotype-speciﬁc CSF viral
loads in 156 patients of all ages hospitalized with EVmeningitis.
Our study is the ﬁrst to provide consistent and evidence-based
data suggesting that the EV RNA levels in the CSF of patients
with acute meningitis are related to the genotype of the virus
strain involved.
Although the exact incidence of EVmeningitis is unknown, it
is highest among children and young adults [27–29], 2 groups
that represented 37% and 34%, respectively, of our study popu-
lation. In addition, the interval between the onset of symptoms
and lumbar puncture was similar in the 2 groups, and the median
CSF viral load was moderate (4.74 and 4.96 log10 copies/mL in
children and adults, respectively). A study of a single meningitis
epidemic in 2000 caused by EV genotypes E6, E13, and E30 re-
ported a median CSF viral load of 4.5 log10 copies/mL in 61
young patients, mainly children [16]. A decisive ﬁnding of
our investigation was that >64% of children and adults were in-
fected with the same 2 EV genotypes, E6 and E30, but in differ-
ent proportions: E6 caused meningitis in 9% of adults and 25%
of children, whereas E30 meningitis was seen in 57% of adults
and 39% of children. As we also found that CSF viral loads were
higher in patients with E30 meningitis than in those with E6
meningitis, we concluded that the amount of virus in the CSF
early after the onset of symptoms was mainly determined by
viral genotype in the 2 patient groups. Phylogenetic investiga-
tions revealed that the E6 and E30 meningitis cases were caused
by virus variants that emerged a few years before their involve-
ment in the seasonal epidemics in France in 2009 (E30) and
2011 (E6; Supplementary Figure 2). From the above phyloge-
netic data, we concluded that the EV RNA levels in the study
population may be related to genotypic features, as shown for
E30. In contrast, the E6 data suggested that subgenotypic fea-
tures may be involved in the RNA levels because the 2011 var-
iant was clearly distinct from the E6 viruses identiﬁed in earlier
seasons [30, 31].
We found that the absence of CSF pleocytosis, as reported in
previous studies, was associated with a shorter duration of
symptoms in most of the youngest patients [32, 33]. These re-
sults indicate that, as suggested by Sato et al [34], in patients ad-
mitted when the disease was at an initial stage, the circulating
blood leukocytes had not yet inﬁltrated the CSF compartment.
The neonates had higher CSF viral loads than the infants and
children but not the adults. In other respects (eg, symptom du-
ration before lumbar puncture and diversity of EV genotypes
involved), infections in neonates and infants had similar char-
acteristics. Kawashima et al analyzed the CSF in 21 patients
aged 13 days to 11 months and found high viral loads in 4 of
11 neonates and 2 of 10 infants without, however, identifying
the virus strains involved [17]. In 24 cases of E9 infections, in-
cluding neonates and infants, Dalwai et al determined mean
Table 2. Variables Associated With Enterovirus Serotypes in Cerebrospinal Fluid Specimens From Patients With Meningitis
Characteristic
Most Frequent Enterovirus Genotype
E6 (n = 20) E30 (n = 58) CVA9 (n = 9) CVB4 (n = 5) CVB5 (n = 7) E11 (n = 12) E18 (n = 11) P
Age, y (d) 6 18 31 12 0.2 (69) 0.1 (45) 5 .003
Proteins concentration, g/L 0.4 0.5 0.6 0.8 0.5 0.6 0.5 .013
Leukocyte count, cells/mm3 57 66 90 165 783 9 4 .002
Symptom duration, d 1.1 1.2 2.2 1.4 1.2 0.9 1.2 NS
Data are median values. P values of <.05 were considered statistically significant.
Abbreviations: CV, coxsackievirus; E, echovirus; NS, not significant.













viral loads of 4.0 and 4.6 log10 copies/mL in patients with mild
and severe encephalitis, respectively [35]. However, we suggest
that the increased viral loads in severe encephalitis cases may
have resulted from a higher proportion of neonates in this
group. Otherwise, the CSF viral loads in the above studies are
consistent with our ﬁndings. The neonatal period is marked
by a high susceptibility to pathogens, including EVs [36]. The
increased susceptibility observed early in childhood was reﬂect-
ed in our study by the large array of 19 EVs with which the ne-
onates and infants were infected. However, since neither
genotype was predominant and the 2 patient populations
were relatively small, we did not attempt to analyze the distribu-
tion of genotypes. Overall, we cannot exclude the possibility
that factors related to younger age were involved in the higher
CSF viral loads found in the neonates of our study population,
as there is increasing evidence that the homeostasis of innate
and adaptive immunity has speciﬁc characteristics in the neona-
tal period [37, 38].
Two other ﬁndings were strongly suggestive of a link between
EV genotypes and the CSF viral loads in patients with menin-
gitis. First, we found that the highest viral loads were in patients
with meningitis caused by CVB4 and CVB5, whereas the lowest
were seen in cases of meningitis caused by E6 and E11. We also
found that the patients with E11 meningitis were infected by a
same variant, which emerged in 2008, 2 years before its ﬁrst de-
tection in patients, which is consistent with the phylogenetic
Figure 4. A, Bayesian phylogenetic tree (chronogram) of viral strains identiﬁed in 130 patients with meningitis caused by 17 enterovirus (EV) types
assigned to the EV-B species. B, Expanded views of the phylogenetic tree, which show the relationships between sequences of coxsackievirus A9
(CVA9), echovirus 11 (E11), E18, CVB4, CVB5, E6, and E30 over the most recent period. Sequences are explicitly dated in calendar years. The chronogram
was reconstructed with the viral 1DVP1 gene sequences determined in patients and the reference sequences of the 17 EV types. Each tip represents a virus
strain in 1 patient. The main EV genotypes encountered in the study population are shown with different colors. Branches labeled with asterisks indicate
sequences used as references. For greater clarity, the branches of the other genotypes were shown with black branches, and their reference sequences
were not indicated. Statistical consistency of nodes estimated as posterior probability (pp) was indicated by full diamonds (pp > .95) and open circles
(pp > .90). In panel A, the values below branches are the median cerebrospinal ﬂuid (CSF) viral loads (in log10 copies of viral RNA/milliliter). In panel
B, the time origin (ie, time to the most recent common ancestor) is indicated below each node.













data of E6. The second ﬁnding is related to meningitis caused by
5 CVB genotypes that form a subgroup within human EVs be-
cause they share a common tissue tropism owing to their use of
the same cell receptors [39]. In our study population, 16 patients
were infected with CVB genotypes, and their CSF was charac-
terized by a higher WBC count than in meningitis cases caused
by the other EVs. As CVB genotypes are lymphotropic [40] and
lymphocytosis was predominant in these patients, the high CSF
viral loads in CVB meningitis might have resulted from infected
lymphocytes.
Two salient points emerged from our study. First, we ob-
served that the CSF viral loads were correlated with pleocytosis
and protein levels. We showed that there was a link between the
absence of pleocytosis and the time at which lumbar puncture
was performed, whereas the absence of leukocytes in the CSF of
patients with EV meningitis is generally thought to be related to
younger age. Second, we found that the highest viral loads were
in meningitis caused by EV genotypes such as E30 and CVB,
which otherwise had had a high prevalence in hospitalized pa-
tients over the previous 10 years. In contrast, 2 variants of E6
and E11 were related to the lowest viral loads and were caused
by virus variants that emerged only recently. Overall, we con-
clude that the differences in CSF viral loads in patients with
EV meningitis were related to either the genotype or subgeno-
type of the involved virus strain. This study raises the important
issue of the precise origin in blood of viral RNA detected in the
CSF during the early stage of EV meningitis.
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2ABSTRACT 22
The replication features of 44 enterovirus (EV) types were investigated in an in vitro model of 23
human blood-brain barrier based on cerebral microvascular endothelial cells (hCMEC/D3 cell 24
line). The cells form a steady polarized barrier when cultured in vitro on a permeable 25
membrane. The permissivity spectrum of hCMECs was investigated to a range of 88 virus 26
strains phylogenetically selected among epidemiologically relevant types of the four 27
enterovirus species A–D. We found that the EV-71 genome is replicated at substantial rates 28
while the infectious virus was released at extremely low but sustained rates at both barrier 29
sides for at least 4 days. Virus antigens were detected in a limited number of cells. The 30
endothelial barrier properties (structure and permeability) were maintained intact throughout 31
the infection. Replication of group B coxsackieviruses (CVB) in hCMECs displayed 32
substantial similarities with that of EV-71. The EV-71 and CVB features were in sharp 33
contrast with the productive infection patterns of fully cytocide meningitis-associated EVs 34
(e.g. echovirus 6 and 30). The hCMEC barriers infected with meningitis-associated EVs were 35
characterized by elevated proportions of apoptotic and necrotic cells. The hallmarks of a 36
picornavirus infection characterized by intracellular rearrangements were also seen: early 37
destruction of the actin cytoskeleton and remodeling of intracellular membranes, all of which 38
resulted in major injuries to the endothelial barriers with dramatic lowering of paracellular 39
permeability and virus crossing to the abluminal side. The infected cells were also 40




Enteroviruses (EVs; Picornaviridae family) involved in human diseases consist in a large 45
group of a hundred (sero)(geno)types, which are assigned to 4 viral species (EV-A to EV-D) 46
on basis of phylogenetic grounds [Stanway et al.,  2005]. Each EV genotype includes a 47
number of subgroups hereafter referred to as genogroups. The most vexing acute syndromes 48
caused by EVs in a human host are seen in patients with neurological diseases. Hospital-based 49
surveys and epidemiological investigations indicate that EV infections are related to clinical 50
symptoms of a broad range of illnesses including for instance acute meningitis, encephalitis, 51
cerebellitis, myelitis, and poliomyelitis and that neurological involvement is a rare 52
complication during otherwise widespread EV infections [Antona 2007; Khetsuriani 2006].53
The sequential steps, from the initial oral infection by these enteric viruses to the various 54
neurological diseases seen in susceptible individuals, are poorly understood. Our knowledge 55
of the pathogenesis of EV infections caused by the large array of types and genogroups is 56
mainly based on a few EVs, chiefly poliovirus (PV) and coxsackievirus B (CVB), and on 57
experiments in primate and mouse models [Racaniello et al., 2006; Feuer et Whitton 2008].58
Two hypotheses prevail for poliomyelitis, the most thoroughly investigated EV disease. The 59
first suggests that PV may transit from the blood to the spinal cord and motor neurons by 60
crossing the blood-brain barrier by a process that is independent of the CD155 receptor [Yang 61
et al., 1997]. Recent experimental data showed that PV type 1 enters human brain 62
microvascular endothelial cells line (hBMEC), an    model of blood-brain barrier 63
(BBB), ! interaction with CD155 receptor [Coyne et al., 2007]. This finding supports the 64
hypothesis of central nervous system (CNS) invasion by BBB crossing. In the second 65
hypothesis, the virus enters an axon at the neuromuscular junction and is retrogradely 66
transported to the spinal cord and the brain [Ren et Racaniello 1992]. The presence of the 67
virus in the vascular compartment (or viremia) has been a long observed feature of EV 68
4infections by isolating the virus directly from the blood, but its role in virus delivery to the 69
CNS has received scant attention. EVs are the most common identifiable cause of acute 70
meningitis, a syndrome marked by an inflammatory process limited to the subarachnoid space 71
and the presence of virus in the cerebrospinal fluid (CSF) [Chadwick 2006]. Acute EV 72
meningitis is a self-limiting disease of children and adults also characterized by CSF 73
pleocytosis, an increase in the number of leukocytes. The brain can be directly involved in the 74
inflammatory process and the encephalitis signs are seen with several EV types, in particular 75
with EV-71, a virus involved in hand-foot and mouth disease, poliomyelitis-like 76
manifestations, and cardio-pulmonary disease [Chen et al., 2007a; Ho et al., 1999]. Notably, 77
EV-71 is subject to retrograde axonal transport in a mouse model [Chen et al., 2007b].78
Thus, in the absence of clinical evidence of muscle involvement for the vast majority of 79
EV infections associated with meningitis or encephalitis, viruses are thought to enter the 80
subarachnoid space and the brain parenchyma by crossing the blood-CSF or blood-brain 81
barriers. Experimental data on the susceptibility of human endothelium to EVs were mainly 82
obtained with primary cultures of non-polarized human umbilical vein endothelium cells 83
(HUVECs) [Conaldi et al., 1997; Ylipaasto et al., 2010]. In contrast, microvascular 84
endothelial cell types have been used, to our knowledge, in six earlier studies. Virus 85
persistence was shown for CVB types 3 and 4 in immortalized cells of the human dermal 86
microvascular endothelium [Zanone et al., 2003]. The use of an immortalized cell line of 87
human brain microvascular endothelial cells (hBMECs) showed that their susceptibility to 88
PV1 was accompanied by a rapid increase in paracellular permeability and the activation of a 89
protein tyrosine phosphatase SHP-2 early during virus replication [Coyne et al., 2007]. The 90
susceptibility of the same cell line to CVB3 was also analyzed [Bozym et al., 2010]. The 91
studies indicated that virus entry induces marked activation of Ca++-mediated signaling events 92
after virus binding to CD55 receptor (Decay accelerating factor, DAF) and highlighted the 93
5specific differences in the intracellular signaling pathways in hBMECs between CVB3 and 94
PV1.95
We used the human cerebral microvessel endothelial cell line D3 (hCMEC/D3) as a 96
model of BBB [Weksler et al., 2005]. The cells have been widely used as a model for 97
investigating host pathogen interaction [Weksler et al., 2013] but the interaction with EVs 98
has never been analyzed. We examined the permissivity of the hCMEC/D3 cell line to 44 EV 99
types, some of which are widespread epidemic EVs, EV71 and echoviruses 6 and 30 (E6, 100
E30). The cells were sensitive to most EVs tested but displayed major variations in their 101
permissivity, which points to a variety of BBB crossing patterns among the large array of 102
otherwise genetically closely related EV genotypes. 103
104
6MATERIALS AND METHODS 105
Cell lines and viruses. The hCMECs were grown in EBM-2 basal medium (Lonza) 106
supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) (PAA), 1% penicillin/streptomycin (PAA), 107
1% chemically defined lipid concentrate (Invitrogen), 10 mM of HEPES (PAA), 1.4 M of 108
hydrocortisone (Sigma Aldrich), 1.5 g×ml-1 of ascorbic acid (Sigma Aldrich), and 200 109
ng×ml-1 of basal fibroblast growth factor (Sigma Aldrich). The cells were seeded on rat 110
collagen I-coated culture surfaces (RD-System). The rabdomyosarcoma (RD) cells were 111
grown in the RPMI 1640 medium (Lonza) with 1% penicillin/streptomycin, and 4% FBS. The 112
buccal epithelial carcinoma cells (KB) cells were grown in DMEM basal medium (PAA) with 113
1% penicillin/streptomycin, and 6% FBS. All cell cultures were maintained at 37°C in a 114
humidified atmosphere containing 5% CO2.115
A sample of 88 EV strains, comprising 23 reference strains and 65 clinical isolates, 116
recovered from patient specimens (CSF, Stool or Throat) was used in the study (Table S1).117
Virus stocks were prepared with KB (coxsackievirus B) and RD cells (other EVs) and stored 118
at 20°C. Titration of viral suspensions was done using our end point dilution assay [Bailly et 119
al., 1991]. In all experiments, viral  ! were prepared in serum-free EBM-2 medium and 120
used at a multiplicity of infection (MOI) of 5 for 1 h at 37°C. Infected cells were then washed 121
with PBS and incubated for the indicated times. 122
Extraction of nucleic acids and EV real-time RT-qPCR. Whole nucleic acids were 123
extracted from 200 μl from supernatants or the whole cells and supernatant using the 124
NucliSens® EasyMAG™ extractor (bioMérieux) and were eluted with 25μl of the elution 125
buffer provided by the manufacturer. Internal control (IC) was added during the extraction 126
step. Quantification of the EV genome was performed with our in-house RT-qPCR assay 127
developed on the Rotor-GeneTM 6000 (Qiagen) [Volle et al., 2012]. 128
7Viability of infected HCMEC/D3 cells. HCMECs were grown in a collagen-coated 12-well 129
culture plate (PAA) and separately infected 24 hours by 15 EV strains. After two washes with 130
Ca²+ and Mg²+-free PBS, they were detached with a solution (3:1) of Accutase (PAA) and 131
Trypsin/Versene (Eurobio) for 5 min at 37°C. Detached cells were harvested, centrifuged for 132
10 min at 1000g, and tested for viability, apoptosis, and necrosis with the 133
Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection Kit (Promokine) according to instructions. After 134
staining, cells were washed with the provided kit buffer and analyzed by flow cytometry (BD-135
LSRII, BD Bioscience).  Cells were considered as being viable when they were only stained 136
with the Hoechst compound, apoptotic when they were only stained with the Annexin V 137
conjugated antibody, or necrotic when they were stained with both Annexin V conjugated 138
antibody and ethidium homodimere III. Cell fragments were detected through ethidium 139
homodimere III staining alone.  140
Fluorescent microscopy. HCMECs grown on collagen-coated chamber slides were 141
separately infected for 6 hours by 50 EV strains and then, they were fixed with 4% 142
paraformaldehyde solution for 10 min. For mitochondria staining, cells were incubated at 143
37°C for 1 h before fixation, with complete EBM-2 medium containing 50 nM of 144
MitoTracker® Mitochondrion-Selective probe M7510 (Invitrogen) in humidified atmosphere 145
of 5% CO2. Fixed cells were permeabilized with 0.5% Triton X100 for 5 min and then 146
incubated 10 min in a PBS solution containing 5% bovine serum albumin for saturating non-147
specific sites. Cells were washed with PBS at the end of each step. They were then incubated 148
overnight at 4°C in a solution of mouse primary monoclonal antibodies against the EV VP1 149
capsid protein (Diagnostic Hybrid). After three PBS washes, incubation was pursued for 1 h at 150
37°C in a solution of anti-mouse secondary antibodies conjugated to Dye light 488 (Anticorps 151
enligne). In the tests for which active mitochondria staining were not required, red-phalloïdin 152
used for actin staining was included in the secondary antibody solution. After three PBS 153
8washes, nuclear DNA was stained with a Hoechst solution (Promokine) for 5 min at room 154
temperature. The slides were dried, mounted with cover slips, and observed with an 155
epifluorescence microscope (Olympus BX41) or scanning confocal microscope (LSM 510, 156
Carl Zeiss MicroImaging Inc.) equipped with argon (488 nm), HeNe568 (568 nm) and 157
HeNe633 (633 nm) lasers.  158
EV crossing through an 
 	 model of brain microvascular endothelial barrier. To159
obtain microvascular endothelial barriers, hCMECs were cultured at the surface of a 160
permeable membrane (0.4 m pore) coated with rat collagen-I placed in the upper chamber of 161
a Tranwell device (12-well microtiter plate, Corning). The upper chamber was seeded with 162
45,000 cells and incubated for 5 to 7 days to obtain a tight confluent cell monolayer. In this 163
  model, the hCMEC/D3 cells were polarized and displayed a luminal side (at the interface 164
with culture medium) and an abluminal side [Weksler et al., 2005]. Paracellular seal was 165
determined in triplicate tests by measurement of the permeability to Lucifer Yellow (see 166
below). The luminal sides of non-permeable barriers were exposed separately to various EV 167
strains (EV-71/CF166105-10, EV-71/CF160019-10, E-6/CF2660-01, E-11/CF226048-07, E-168
12/CF1157-91, and E-30/CF2575-00) as described above. The cells were incubated for the 169
indicated times and the medium in the upper and lower chambers was collected separately. 170
The yield of infectious particles and the total amount of viral genome released through the 171
abluminal side were determined as described above. The permeability of the infected barriers 172
was determined for each time post infection.  173
Lucifer Yellow permeability assay. The paracellular flux through the in vitro barrier was 174
determined by testing the permeability to the Lucifer Yellow marker (LY, Sigma). All the 175
tests were done in triplicate. Briefly, the hCMEC monolayers were washed twice with 500 μl 176
of collecting buffer consisting of HBSS supplemented with 1% of HEPES and 1% of sodium 177
pyruvate.  The LY marker (50 μM) was then added to the upper chamber. Cells were 178
9incubated at 37°C (in an atmosphere of 5% CO2 and 100% humidity) in three successive 179
collecting wells, each containing 1.5 ml of collecting buffer, for respectively 10, 15, and 20 180
min. The LY concentration in the collecting buffer of each well and the stock LY solution 181
were determined by fluorometry. Parallel negative control tests were performed with cell-free 182
collagen-coated culture membranes. All the LY-containing samples were analyzed in black 183
96-well microtiter plates using a Fluoroskan Ascent FL fluorometer (Thermo Electron 184
Corporation, France) at 485 and 538 nm wavelengths for excitation and emission, 185
respectively.186
Scanning and transmission electron microscopy (SEM and TEM). HCMECs cultured on 187
permeable Transwell membranes were washed with 0.2M Na cacodylate buffer (NCB; pH 188
7.4) and fixed overnight at 4°C in 1.6% glutaraldehyde-NCB. The cells were then fixed for 1 189
h with 1% OsO4 in NCB. For SEM preparation, cells were dehydrated in graded ethanol, 190
followed by critical point drying with 100% ethanol and hexamethyldisilasane (1:1) for 10 191
min, sputter-coated with gold (JEOL JFC-1300), and observed at 5kV with a JEOL 6060-LV 192
microscope. For TEM preparation, cells were dehydrated in graded ethanol, infiltrated 193
sequentially with three mixtures of ethanol/EPON resin (2:1, 1:1, and 1:2) for 1 h each, 194
embedded in EPON resin overnight at room temperature, and cured 2 days in a 60°C oven. 195
Thin sections (70 nm, UC6 ultramicrotome, leica) were stained with uranyl acetate and Pb 196
citrate, and observed at 80 kV with Hitachi H-7650 microscope. All chemical products were 197
provided by Delta Microscopies. 198
Image capturing and data Analysis. Confocal observations were made using LSM-510 199
EXPERT MODE. Contrast and brightness were adjusted using FIJI software. To calculate the 200
number of infected cells by fluorescent microscopy, images were captured (three sites/well) at 201
10X magnification. Automated image analysis (FIJI) was then used to calculate the total 202
10
number of cells (Hoechst staining) and the number of infected cells (staining of the VP1 203
capsid protein).204
Statistical Analysis. Statistical analyzes were conducted with software Stata (version 12, 205
StataCorp, College Station, US). Tests were two-sided, with a type I error set at a=0.05. 206
Quantitative data are expressed as mean (and associated standard deviation, Gaussian 207
distribution verified by the Shapiro-Wilk test). Correlated data were analyzed by mixed 208
models to study the evolution of parameters taking into account between and within strain 209
variability (random effects as intercept and slope). The normality of the residuals of all 210
models was studied. These analyses were completed by ANOVA for repeated measures 211
followed by post-hoc Tukey-Kramer test. Multidimensional analysis (principal component 212
analysis in our case) was conducted to explore the relation between several quantitative 213
parameters. Correlation coefficients (Pearson or Spearman when appropriate) were calculated 214




Permissivity of non polarized hCMECs to various EV genotypes. In the initial stage of the 218
study, we used non-polarized hCMECs and investigated the replication of virus strains 219
selected among 37 EV-B genotypes, which represented a large array of epidemiologically 220
frequent and infrequent EVs involved in acute meningitis. The infection patterns of the EV-B 221
genotypes were compared with those of other genotypes: EV-A (n=5), EV-C (n=1), and EV-D 222
(n=1). A schematic of this exploratory analysis is shown in Fig. S1. Permissivity of hCMECs 223
to 88 EV strains was assessed at 24 h p.i by measurement of the total production of viral RNA 224
and infectious viruses (Fig. 1A). Virus yields ranged from 3.07 to 3.06 log10 infectious 225
particles per cell and showed a positive correlation (Spearman’s rho 77%, p-value <0.001) 226
with the viral RNA production (range: 1.42 to 6.08 log10 genome copies per cell). The virus 227
strains selected among the EV-B genotypes displayed various infection patterns defined by 228
two arbitrarily selected thresholds at 0.00 log10 infectious particles and 3.00 log10 genomes 229
generated per cell (see Fig. 1A). The strains of the infrequent genotypes E-1 and EV-69 and 230
those of the epidemic genotypes E-6, E-11, E-13, and E-30 displayed the highest infectivity in 231
hCMECs. The lowest infectivity was determined for the strains selected among CVB and EV-232
A genotypes. Two EV-A71 strains within the latter group had the highest infectivity.233
Kinetics of viral RNA production were performed to confirm the above observations 234
(Fig. 1B). Total viral RNA was quantified by RT-qPCR in the whole supernatant and cells at 235
the indicated times for genotypes EV-A71, E-6, E-30 and E-12. Viral replication reached 236
exponential rate between 2 and 6 h p.i. (p-value 0.001). Different peaks were reached at 24 h 237
p.i according to the virus tested, from the lowest to the highest (mean±SD in log10 copies per 238
cell): EV-71 (3.29±0.58), E-30 (4.15±0.30), E-6 (5.30±0.25), and E-12 (5.56±0.21). The RNA 239
genome levels at 24 h p.i. were consistent with those obtained in the experiment shown in Fig.240
1A: 2.46±0.63, 3.85±0.26, 5.02±0.15, and 5.46±0.15, respectively. 241
12
We determined the number of productively infected hCMECs at 6 h p.i. before 242
extensive release of virus progeny to investigate whether the variation in permissivity were 243
related to differences in the infection efficiencies of EV strains (Fig. 1C). The infected cells 244
were numbered with an automated counting method from low magnification pictures obtained 245
with an epifluorescence microscope. The highest proportion of infected cells (>30%) was 246
determined for genotypes E-19, EV-69, and E-1. Intermediate proportions of 1030% were 247
obtained with the E-12 and E-16 genotypes. Less than 10% of fluorescent cells were counted 248
for virus strains of various genotypes (E-30, E-3, E-7, CV-B6, E-4, E-14, E-18, EV-71, E-9, 249
E-32, CV-B3, and E-25). About 20 infected cells per cm² were counted for genotypes E-27 250
and E-11, and only 35 infected cells per cm² for genotypes EV-70, EV-77, CV-A9, E-15, E-251
24, and E-26. Two E-6 and E-13 strains exhibited different infection efficiencies (E-252
6/CF2660-01, >30%; E-6/CF158061-11 and E-13/CF1275-00, 1030%; E-13/CF1925-01, 253
<10%). 254
Multidimensional analysis of the EV infectivity in non polarized hCMECs. The mortality 255
rates of infected hCMECs were determined at 24 h p.i. for 15 EV strains (Fig. 1D). The 256
mortality threshold was defined by the highest value of the standard deviation calculated with 257
mock infected cells (10%). High mortality rates were found in infections with genotypes E-1 258
(77.6%) and EV-69 (64.2%), and cell death resulted from both necrosis and apoptosis. 259
Moderately high mortality rates in the range of 40 to 50%, were estimated for E-12 (48.1%) 260
and a number of virus strains among genotypes E-6 (strain CF2660-01, 46.8%) and E-30 261
(CF282-97, 44.9%). Other virus strains of the two latter genotypes were associated with low 262
mortality rates (4030%). Two E-13 strains exhibited different cell mortality rates (CF1274-263
00, 38.3%; CF1925-01, <30%). The only virus with cell mortality rates similar to those of 264
mock infected cells was EV-71 (11%). 265
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We used PCA to visualize on a map the ordination of the 15 EV strains according to 266
four variables: the proportion of infected cells, the production of viral genomes, the yield of 267
infectious particle production, and cell mortality rates, as determined above. The projection of 268
the initial variables in a correlation circle showed that the percentage of infected cells and cell 269
mortality exhibited a positive correlation, hereafter designated cell susceptibility. Similarly, 270
the productions of viral genomes and infectious virus were positively correlated and 271
designated as viral production. As cell susceptibility and viral production were orthogonal, 272
they were not correlated with each other (Fig. S3). Cell susceptibility was linked to the 273
horizontal axis and viral production to the vertical axis. PCA confirmed that hCMECs 274
displayed large differences in susceptibility to EV genotypes and strains within a same 275
genotype (Fig. 2). The overall investigation of EV infectivity on non-polarized hCMECs as 276
summarized by PCA allowed us to select various viral strains representative of different 277
permissivity patterns. 278
Permeability variations of endothelial barriers during EV infections. We investigated the 279
relationship between the permeability of endothelial barriers obtained in vitro with polarized 280
hCMECs and the infection by viruses of five EV genotypes (Fig. 3). Typical features of a 281
brain microvascular endothelial wall such as a tight and flat confluent cell monolayer with 282
tight junctions were detected with scanning and transmission electron microscopy in our in 283
vitro model (see below Fig. 4). Measurements of low clearance rates of the non-permeable 284
fluorescent LY compound indicated consistent restrictive paracellular permeability in 285
uninfected endothelial barriers (Fig. S4). Endothelial barriers infected at the luminal side with 286
E-6, E-11, E-12, and E-30 strains exhibited little change in paracellular permeability at 24 h 287
p.i. but afterward they displayed increased permeability (Fig. 3A3D). The permeability to 288
the LY compound of endothelial barriers infected with the EV-A71 strains was unchanged at 289
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24 h p.i. and was maintained at levels not significantly different from those of mock infected 290
barriers until 96 h p.i. (Fig. 3E and 3F).291
A release of viral genomes (>6 log10 copies) was detected at 6 h p.i. at the abluminal 292
sides of E-6, E-11, E-12, and E-30 infected barriers (Fig. 3A4D), but infectious viruses were 293
detectable below the titration threshold for E-12 and E-30 infections. The total virus release 294
(mean ± SD in log10) from E-12 infected endothelial barriers reached maximum values of 8.59 295
± 0.10 genome copies and 4.97 ± 0.19 infectious viruses at 24 h p.i., with little variation over 296
the following 24 hours. In E-6 infected barriers, maximum values of 9.39 ± 0.12 log10 genome 297
copies and 6.34 ± 0.10 log10 infectious particles were determined at 24 h p.i., followed by a 298
slow decrease until 72 h p.i. The infection pattern of E-30 infected barriers at 24 h p.i. was 299
characterized by an abluminal release of 8.49 ± 0.08 log10 genome copies and 4.82 ± 0.26 and 300
log10 infectious particles, which was similar to that of E-12. The viral release estimated for the 301
E-11 infected barriers was 9.39 ± 0.09 log10 genome copies and 6.89 ± 0.23 log10 infectious 302
viruses at 48 h p.i., with little variations during the following 24 hours. Two EV-71 strains 303
tested for virus release from endothelial barriers displayed similar features with each other but 304
exhibited completely different patterns with the strains described above. The abluminal 305
release of EV-71 genomes was the highest at 24 h p.i (7.60 ± 0.45 and 7.0 ± 0.51 log10306
genome copies) and remained constant at slightly lower levels until 96 h p.i. Virus was 307
released at 24 h p.i. at levels of 2.34 ± 0.13 and 2.52 ± 0.47 log10 infectious particles while 308
afterward it was detected only below the titration threshold up to 96 h p.i. 309
Structural integrity of endothelial barriers during EV infection. The barriers obtained 310
with the hCMECs were controlled by SEM to visualize their structure during EV infection 311
and to investigate a possible role of integrity disruption in the abluminal release of virus and 312
in the permeability patterns among EV strains (Fig. 4). The endothelial barriers infected with 313
either strain of genotypes E-6, E-30, E-12, and EV-71 were analyzed at 24 h p.i. Three 314
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cytological alterations (rounded up infected cells) were found in infected barriers compared to 315
mock infected controls (Fig. 4A). Cells with a characteristic necrotic shape including damage 316
of the plasma membrane were observed in most infected endothelial barriers (see red arrow 317
heads in Fig. 4D4O). Cells with an apoptotic shape (preserved and budded plasma 318
membrane) were also seen in most infected endothelial barriers (see green arrow heads). 319
Rounded cells without apparent altered plasma membrane suggestive of early steps of cell 320
death were also observed in endothelial barriers infected mainly with E-30 (see blue arrow 321
heads). On the basis of these analyses, we found evidence of large proportions of infected 322
cells scattered throughout the endothelial surface during infections with E-6, E-30, and E-12, 323
and breaches within barriers were found around altered cells, as indicated by the visualization 324
of pores of the transwell membrane (see white arrow heads). In contrast, the infected cells 325
were grouped in few foci and a limited number of breaches were produced in the infected 326
barriers during the EV-A71 infection.327
Intracellular changes in endothelial barriers during EV infection. The endothelial barriers 328
were analyzed by TEM to visualize the intracellular features of infected hCMECs in the aim 329
of investigating possible variations between EV genotypes and their role in the abluminal 330
release of virus and in the permeability patterns. The altered cells within the endothelial 331
barriers infected with an E-6 virus strain displayed major features indicative of virus infection 332
(Fig. 5), which were similar to those resulting from infections with genotypes E-30, and E-12 333
(data not shown). For instance, at 24 h p.i., the impaired cells within the E-6 infected barriers 334
displayed shrunk nuclei relocated near the cell membrane and contained myriads of virus-335
induced vesicular-like membranous structures about 200 nm in diameter (Fig. 5A and 5B).336
These structures had either single or double membranes and were organized in arrangements 337
that occupied extensive intra-cellular areas near the nucleus and the plasma membrane (Fig.338
5C). Some infected cells showed evidence of tubular structures with positive membrane 339
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invagination that enclosed cytoplasmic components (Fig. 5D). Highly electron-dense 340
punctuations clustered between membranous structures were suggestive of viral particle 341
aggregates (Fig. 5E). Mitochondria were grouped near the arrangements of membranous 342
structures, which contrasted with mock infected cells, in which amounts of mitochondria 343
formed an extensive network occupying large cytoplasm areas (see Fig. S4). Large single-344
membrane vesicles (6001000 nm in diameter) contained electron-dense material, multiple 345
small components, or multilamellar structures, characteristics suggestive of autophagic 346
vacuoles (Fig. 5C).347
The impaired cells in endothelial barriers infected with an EV-71 strain (Fig. 6)348
displayed a number of structural variations in comparison with the features of the E-6 infected 349
barriers. The EV-71 infected cells maintained an endothelial elongated shape and contained 350
nuclei similar in shape to those of control barriers (Fig. 6A to 6D; Fig. S4). Intracellular 351
remodeling features included vesicular-like structures and mitochondria clustered nearby (Fig.352
6E and 6G). EV-71-induced membranous structures appeared less electron-dense and had a 353
uniform round shape with a multilamelar structure and a larger diameter of approximately 500 354
nm (Fig. 6E to 6I) in comparison with structures induced by the other EVs. 355
Patterns of intracellular injuries are common to EVs. We further explored the early virus-356
induced intracellular injuries in non-polarized hCMECs for five EV genotypes (E-6, E-11, 357
E12, E-30, and EV-71) by confocal microscopy at 4 and 6 h p.i. We investigated the effects of 358
EV infection on the actin cytoskeleton as this network is connected with tight junctions (Fig.359
7). Replication of the five EVs tested was detected by green fluorescence of the VP1 protein 360
(Fig. 7A7O), and the infected cells displayed major reduction of actin staining in 361
comparison to mock infected cells (Fig. 7P7R). These results indicated dramatic 362
cytoskeleton impairment early after the initiation of viral protein synthesis. Impairment of 363
actin microfilaments bundles was still clearly visible while sub-membrane actin was 364
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maintained in some infected cells (see white arrowheads in Fig. 7A and 7D). When the actin 365
cytoskeleton had completely disappeared, the infected cells rounded up and some of them 366
exhibited multiple filopodia (Fig. 7E, 7H, 7N, and 7Q)367
Early virus-induced changes in the mitochondrion network were analyzed with a 368
fluorescent probe that accumulates in active mitochondria (Fig. 8). Although mitochondria 369
were stained in all virus-infected cells (Fig. 8A8O), the mitochondrion network was 370
completely different from that seen in mock infected controls (Fig. 8P8R). Mitochondria 371
formed a typical network surrounding the nucleus in non-infected cells, but they were densely 372
clustered in a perinuclear area in infected cells, which was consistent with TEM observations. 373
Rearrangement of the mitochondrion network was marked in cells exhibiting prominent 374
staining of the VP1 protein at 6 h p.i (see white arrowheads in Fig. 8). In contrast, cells with 375
reduced VP1 staining exhibited no or minor changes in the mitochondrion network (yellow 376
arrowheads in Fig. 8G and 8J). Overall, mitochondrion clustering appeared to be dependent 377




In this study, we showed that the hCMEC/D3 cell line displayed a large permissivity spectrum 381
to human EVs and we found substantial differences between types and genogroups. The 382
comparison of 44 human EV types showed that the hCMEC/D3 cell line can be used as a 383
general cell model to investigate the interaction of the widely diversified EVs with the human 384
microvascular endothelium. Most EV strains occupied a central position in the permissivity 385
spectrum of hCMECs, notably the E-6, E-13, and E-30 strains. The permissivity variations 386
between viruses of a same EV type may be related to viral genetic differences since the strains 387
were selected on phylogenetic grounds among distinct genogroups and subgenogroups. In 388
addition, a wide range of cellular receptors have been described for human EVs [reviewed in 389
Merilahti et al., 2012]. Although the binding features of EV strains to hCMECs were not 390
examined in our study, there is a large body of earlier experimental evidence to suggest that 391
the variations in hCMEC permissivity to EVs can be attributed to their propensity for using a 392
wide array of receptors and internalization processes [Ylipaasto et al., 2010]. For instance, 393
the E-1 strain Farouk is apart from the other EVs in the hCEMC permissivity spectrum. This 394
pattern may be related to the fact that it is the only known virus to bind integrin 21 (also 395
known as VLA-2, Very Late Antigen 2) [Bergelson et al., 1993]. The E-12 type displayed a 396
position in the hCEMC permissivity spectrum opposite to that of E-1. A number of EV types 397
examined in our study (E-3, E-6, E-7, E-12 and E-13) were reported to bind the same receptor 398
CD55 (or DAF, Decay accelerating factor) [Bergelson et al., 1995]. Yet, the virus strains of 399
these EV types did not cluster in the same area of the hCMEC permissivity spectrum, which 400
suggests that additional factors other than receptors must be involved. This is in agreement 401
with the hypothesis that genogroup features may be involved in the pathophysiology of EV 402
infections.403
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Our investigation provides evidence of two major clusters among EV types and 404
genogroups. A first cluster consists of the EVs that induce extensive disruption of the 405
endothelium barrier and it comprises viruses with a highly cytocide phenotype. We obtained 406
substantial evidence of full productive infection and complete permissivity with a large range 407
of EV types and genogroups, most of which were echoviruses involved with various 408
frequencies in meningitis outbreaks. Interestingly, early during viral infection (at 6 h p.i.) with 409
the E-6, E-11, E-12 and E30 types, for instance, the release of virus genomes in the abluminal 410
compartment was >10,000 times higher than the release of infectious viruses. We excluded 411
the involvement of paracellular transport of viral RNA and defective virus particles since the 412
barrier permeability was not yet compromised at this time, a conclusion confirmed by direct 413
SEM observations. Accordingly, massive amounts of viral genomes were drained off the cells 414
through their basolateral membrane by a yet unknown process. At a later time point in the 415
infections (24 h p.i.), the occurrence of infectious viruses at the abluminal side of the 416
hCMEC barriers was a direct result of the increase in paracellular permeability and major 417
injuries to the barriers caused by dying cells. Overall, permissivity patterns of hCEMCs to 418
echovirus types suggest cytocide viral replication in human endothelial barriers in agreement 419
with the inflammatory process of the in vivo infections.420
The second cluster comprises CVB and EV-71 types, which produced no impairment 421
of the in vitro model of endothelium barrier. A key observation in the present study, in sharp 422
contrast with the above data, is that hCMECs are characterized by a moderately high 423
permissivity to EV-71 strains of genogroups C1 and C2. This pattern resulted from a 424
substantially high replication rate of the viral genome but a remarkably poor production of 425
infectious viruses. Both the virus and viral RNA were released from the basolateral 426
(abluminal) side of the endothelial barrier but at disproportionately different rates, as the 427
infectious virus was consistently detected at minute amounts. This process was maintained for 428
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at least 4 days, did not induce a breakdown of the barrier nor change the paracellular 429
permeability as measured with the LY surrogate marker. This non-disruptive pattern occurred430
even when the barriers were inoculated with a MOI of about 100 TCID50 per cell (data not 431
shown), which suggests that it was not dependent on the initial infection conditions but was 432
more probably related to post-entry factors. A non-disruptive and long-term replication 433
pattern was also a hallmark of the hCMEC infection by CV-B3 and CV-B5 (data not shown). 434
Notably, a persistent replication pattern was reported earlier for CV-B3 and CV-B4 in human 435
dermal microvascular endothelial cells [Zanone et al., 2003].436
The analysis of the ultrastructure of infected cells showed typical features of 437
picornavirus infections. We found evidence of both apoptosis and necrosis among infected 438
cells whatever the EV genotype involved not only by using cell-sorting analysis but also with 439
SEM investigations. This is consistent with earlier data indicating a competition between both 440
cell death pathways and the viral replication cycle [Agol et Gmyl 2010]. Although we did not 441
provide a relation between the two processes, we also showed the disruption of the actin 442
cytoskeleton network and that of tight junctions as observed by rounding of infected cells. 443
The link between actin cytoskeleton and tight junctions has an important role in the 444
maintenance of stable inter endothelial junctions and prevent paracellular transport to the 445
brain [Stamatovic et al., 2008; Spindler et Hsu 2012]. Similar data obtained reproducibly for 446
different EV types indicated that disruption of the actin cytoskeleton was an early feature (at 447
least from 4h p.i.) during the infectious cycle, observed well before rounding of hCMECs. 448
Remodeling of intracyoplasmic membranes was the third hallmark of a picornavirus infection 449
in infected hCMECs but discrete variations were determined between the infections with three 450
echoviruses (E-6 E-12, and E-30) and the EV-71 infection. In the echovirus infections, we 451
found evidence of both single and double membrane vesicles organized in compact structures 452
near the nucleus and of tubular structures which displayed positive membrane invagination. 453
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These features were also observed in CV-B3 and PV-1 infections [Limpens et al., 2011;454
Belov et al., 2012]. The vesicular structure in the EV-71 infected hCMECs was characterized 455
by less condensed vesicles and an increased proportion of multilamellar and large vesicles. 456
Finally, our observations with both TEM and fluorescence microscopy showed clustering of 457
the mitochondrion network, a previously unobserved feature of EV infections. This 458
phenomenon occurred early during the virus infection and its origin is still unclear. It may be 459
related to virus-induced disruption of microtubules, as suggested for cells infected with the 460
hepatitis B virus [Kim et al., 2007]. A similar feature was also reported for another DNA 461
virus, African swine fever virus, and was related to coupling between viral translation and 462
ATP synthesis [Rojo et al., 1998].463
During a natural EV infection, virus particles and virus infected leukocytes are 464
released in the bloodstream from which they may cross the BBB. The inflammatory process 465
and brain involvement of EV infections indicate the occurrence of interactions with the BBB. 466
Our overall results indicate that all epidemiologically important EVs may interact with human 467
microvascular endothelial barriers but that CVB and EV-71 are distinctively different from 468
the other types. The transendothelial crossing pattern is established here for the first time for 469
EV-71. Whether the infection of our in vitro model of human endothelial barrier reflects the 470
stage by which the virus spread to the CNS in vivo remains to be determined. Is there 471
supporting evidence that endothelial cells are actual in-vivo targets of EV-71 infections in 472
human diseases, particularly those associated with neurological conditions? There is no clear 473
evidence to indicate this but our data point to the interesting hypothesis that virus antigens 474
may not be easily detectable in the endothelium of infected patients because of a low 475
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Figure 1. Heterogeneity of Enterovirus infection in non-polarized hCMEC/D3, 
exploratory analysis. Replication in hCMEC/D3 cells of EV strains selected among species, 
genotypes, genogroups was examined at 24 h p.i. (A) Data are represented as mean of 2 
independent assays and given as the number of viral genome copies per cell (x-axis) or of 
infectious particles per cell. Correlation between the yield of virus genome and yield of 
infectious virus is indicated. (B) Kinetics of replication of virus strains of 4 EV genotypes 
inoculated to non polarized hCMEC/D3 cells. Data are representative of mean of 3 
independent replicates for each virus E30 (), E6 (), E-12 (), and EV-71 (×). (C)
Proportion of infected cells at 6 h p.i for 25 viral strains of different genotypes representing 
the susceptibility spectrum of the hCMEC/D3 cell line. Green and blue (Hoechst) fluroresence 
indicate the VP1 protein and the cell nucleus respectively. Scale bar, 100 μm. Data are 
represented as mean ± SD of 3 experiments. (D) Cell mortality in 24 hours after infection with 
various EV strains (n=15). Data are represented as mean ± SD of 4 independent experiments. 
Gray, ethidium homodimer III positive cells (cell fragments); red, ethidium homodimer III 
and FITC-Annexin V positive cells (necrotic population); green, FITC-Annexin V (apoptotic 
population). The blue line indicates the cell mortality threshold at 10% of mock-infected cells. 
Figure 2. Principal Component Analysis of EV infection in non polaried hCMEC/D3 
cells. Ordination of the data obtained for 15 EV strains using Principal Component Analysis.
The horizontal axis is linked to cell susceptibility and the vertical axis to viral production (see 
legend to figure 1).
Figure 3. Disruption of a microvascular endothelial barrier after infection by various 
enteroviruses. Polarized hCMEC/D3 monolayers obtained on transwell membranes were 
infected for 1h at a MOI of 5 to the following EV strains: E-6/CF2660-01 (A), E-
11/CF228046-07 (B), E-12/CF1157-91 (C), E-30/CF2575-00 (D), EV-71/CF166105-10 (E), 
and EV-71/CF160019-10 (F). At the indicated time points, the abluminal medium was 
collected and paracellular permeability was measured. Data are indicated as mean ± SD of 3 
experiments. The number of EV genome copies and infectious virus particles are indicated 
with grey and dash grey bars, respectively. Permeability coefficients for mock infected and 
infected barriers are indicated with green and red lines, respectively. Legend: arrows indicate 
detection of infectious virus particles below the titration threshold; p-value=.001 (***); p-
value.01 (**); p-value.05 (*). 
Figure 4. Disruptive effects of the EV infection on the hCMEC/D3 barriers. hCMEC/D3 
barriers were observed with scanning electron microscopy: mock infected monolayers (A–C),
and barriers infected with E-6/CF2660-01 (D–F), E-12/CF1157-91 (G–I), E-30/CF2575-00 
(J–L), and EV-71/CF166105-10 (M–O). Left panels show infected monolayers at 300X 
magnification (bar, 50 μm). The middle right panels were obtained at higher magnifications 
(bar, 10μm), 1000X and 2000X respectively. Breaches through the barriers are indicated by 
white arrow heads, cells with a necrotic or an apoptotic shape are indicated with red and green 
arrow heads respectively. Round cells with no signs of altered plasma membrane are shown 
with blue arrow heads. 
Figure 5. Ultrastructural features of hCMEC/D3 barriers infected with an E-6 strain. 
Infected hCMEC/D3 barriers were observed at low magnification with transmission electron 
microscopy 24 h p.i (A and B). Virus-induced reorganization of cytoplasmic elements: 
accumulation of vesicular structures, relocation of mitochondrion network, and components 
suggestive of autophagic vacuoles (C). Features of the vesicular structure: single and double 
membrane vesicles; positive curvature of tubular structures (D). Dense electron punctuation 
suggestive of virus aggregates (E). Bars, 4 μm (A and B); 500 nm (C–E). Abbreviations: N, 
nucleus; M, mitochondria; MC, membranous replication complex; A, 
autolysosome/amphisome; V, virus aggregates.  
Figure 6. Ultrastructural features of hCMEC/D3 barriers infected with an EV-71 strain. 
Infected hCMEC/D3 barriers were observed at low magnification with transmission electron 
microscopy 24 h p.i. displayed large areas of unaltered cells (A and B). Infected cells exhibit 
clusters of mitochondria and virus-induced vesicular structures (C and D). The vesicular 
complex was observed at low magnification to show the density of single membrane and 
multilamellar vesicles (E and F) and at higher magnification (G–I). Bar, 10 μm (A–D); 1 μm 
(E and F); 500 nm (G–I). N, nucleus; M, mitochondria; MC, membranous replication 
complex; A. (E, G and H) are high magnification of (C), (F and I) are high magnification of 
(D).
Figure 7. The actin cytoskeleton network is disrupted in EV-infected hCMEC/D3 cells.
The red fluorescence shows the actin network, the green fluorescence, the viral VP1 protein, 
and the blue fluorescence indicates the Hoechst-stained nuclei. The hCMEC/D3 cells were 
infected with virus strains of the following EV genotypes and observations were done at 6 h 
p.i.: E-12/CF1157-91 (AC), E-6/CF2660-01 (DI), E-30/CF2575-00 (J–L), E-
11/CF228046-07 (M–O), and  EV-71/CF166105-10 (P–R); mock-infected cells (S–U). Bars 
represent 10 μm. 
Figure 8. Perinuclear relocation of active mitochondria in EV-infected hCMEC/D3 cells.
The red fluorescence shows active mitochondria, the green fluorescence, the viral VP1 
protein, and the blue fluorescence indicates the Hoechst-stained nuclei. The hCMEC/D3 cells 
were infected with virus strains of the following EV genotypes and observations were done at 
6 h p.i.: E-12/CF1157-91 (AC), E-6/CF2660-01 (DF), E-30/CF2575-00 (G–I), E-
11/CF228046-07 (J–L), and EV-71/CF166105-10 (M–O); mock-infected cells (S–U). White 
arrow heads indicate mitochondria relocated as dense clusters. Cells with intermediate levels 
in mitochondria clustering are indicated with yellow arrow heads. Bars represent 10 μm.  
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CF197013-11 Feces Guillain Barre
CF308011-10 Throat Hand-Foot and Mouth disease
CF063006-11 Feces Fever
CV-A5 CF193056-11 Feces Acute meningitis
CV-A6 CF218013-10 Throat Hand-Foot and Mouth disease
CF605-00 Feces Septic shock
CF166105-10 Throat Hand-Foot and Mouth disease
CF160019-10 Throat Hand-Foot and Mouth disease




CF186019-07 Throat Acute meningitis
001 Stools Minor febril illness
CF183076-08 Throat Acute meningitis
CF193061-05 Throat Acute meningitis
CV-B4 CF169091-07 Throat Acute meningitis
CF516-00 CSF Headache; Fever; Vomiting
CF186106-05 Throat Acute meningitis
CF202076-06 Throat Acute meningitis
%2## Stools None
CF132-87
E1 *3)4 Stools None
3*0$% Stools Acute meningitis
CF307001-05 Feces Acute meningitis suspected




CF101013-08 Feces Acute meningitis
E5 031 Stools Acute meningitis
CF990-00 CSF Acute meningitis
CF2660-01 CSF Acute meningitis
CF1057-00 CSF Acute meningitis
CF328087-03 Throat Acute meningitis
CF671-00 CSF Acute meningitis
CF1634-01 CSF Acute meningitis
CF1679-02 CSF Acute meningitis
CF158061-11 Throat
CF185010-11 Throat Acute meningitis
5$$ Stools None
CF185103-05 Throat Acute meningitis
E9 CF293042-06 Throat Acute meningitis
CF22-80
CF1462-00 CSF Acute meningitis




CF1274-00 CSF Acute meningitis
CF1925-01 CSF Acute meningitis
CF1393-00 CSF Acute meningitis
CF1901-00 Throat Acute meningitis
CF282003-06 Throat Acute meningitis
#35 Stools Acute meningitis
CF225059-08 Feces
E15 2*$%#30 Stools None
E16 CF187056-09 Feces Acute meningitis
E17 CF596-78
#$ Stools Diarrhea
CF279084-05 Throat Acute meningitis
TR115015-05
E19 )*4 Stools Diarrhea
E20 	6! Stools Fever
E21 *0 Stools Acute meningitis
E24 7 Stools Diarrhea
	6" Stools Diarrhea
CF205083-06 Throat Acute meningitis
CF199022-07 Feces Acute meningitis
E26 3*30$ Stools None
E27 30 Stools None
E29 	6! Stools None
%#00 CSF Acute meningitis
CF1260-78
CF1074-78
CF282-97 Feces Acute meningitis
CF552-00 Feces Acute meningitis
CF2575-00 CSF Acute meningitis
CF220062-05 Throat Acute meningitis
CF307026-07 Throat Acute meningitis
CF284052-07 Throat Acute meningitis
E31 $5$$ Stools Acute meningitis
E33 CF235069-05 Throat Acute meningitis































Viral production per cell was assessed on 96-wells plates inoculated in two 
independent replicates by 88 different EV strains. At 24 h p.i, the whole cells and 
supernatant were harvested. Virus genomes and infectious particles amounts were 
respectively quantified by RT-qPCR and viral titration. Cell mortality of infected cells 
was estimated on 12-wells plates inoculated in 4 independent replicates by 15 
different EV strains. At 24 h p.i, cells were collected, stained for apoptosis and 
necrosis, and counted by flow cytometry. Viral infectivity was assessed on 8-wells 
labtek® culture slides inoculated by 50 different EV strains. At 6 h p.i, before massive 
release of progeny viruses, cells were fixed, immunostained for viral protein VP1 and 
nuclear DNA, and observed at low magnification (10X) with epifluorescence 
microscopes. Fluorescent images acquired were then analyzed by computer to 




























Schematic of the In vitro model of brain endothelial barrier by culture of hCMEC/D3 
cells at the surface of a membrane (0.4 m pore) coated with rat collagen-I included 
within the upper chamber of a Transwell device (). Lucifer yellow paracellular 
permeability was measured for 11 days after seeding cells in different independent 
experiments representative of triplicate cultures (). Transverse observations by 
transmission electron microscopy of a polarized hCMEC/D3 cell monolayer (7 days 
culture), scale bar 2μm (). Intercellular junction, scale bar 200nm (), with a high 
magnification showing an electron-dense tight junction, with the measurements of 













Low-magnification transmission electron micrograph of 7-days cultures hCMEC/D3 
monolayers ( and ). Confocal observation of mitochondria network (red) in 
hCMEC/D3 cells (), High magnification transmission electron micrograph of 7-days 
cultures hCMEC/D3 monolayer. A central nucleus is surrounded by plenty of 
mitochondria near the rough endoplasmic reticulum (). Bars represent, 10μm (A 






Figure S5. Translocation of a microvascular endothelial barrier after infection by 
various enteroviruses. Polarized hCMEC/D3 monolayers obtained on transwell membranes 
were infected for 1h at a MOI of 5 to the following EV strains: CV-A5/CF193056-11 (A),
CV-B5/CF202076-06 (B), and CV-B3/CF192061-05 (C). At the indicated time points, the 
abluminal medium was collected and paracellular permeability was measured. Excepted for 
CV-B3, data are indicated as mean ± SD of 3 experiments. The number of EV genome copies 
and infectious virus particles are indicated with grey and dash grey bars, respectively for CV-
A5. The number of EV genome copies was only determined for CV-B5 and B3. Excepted for 
CV-B3, permeability coefficients for mock infected and infected barrier are indicated with 
green and red lines, respectively.
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